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RESUMEN

La naranja dulceCitrus sinensises cultivada y comercializada en todo el munda. L
biodiversidad fungica enddfita y epifita desta especie vegetg@roveniente de dos
localidades de la region litoral del Ecuador fueestigada. Un total de 96 muestras (hojas
sanas, frutos sanos y frutos con presencia denksisuperficiales) de la localidad de
Quevedo-Los Rios y El Empalme-Guayas, fueron pemtaes en los laboratorios de la
Escuela de Bioanalisis de la Pontificia Universi@adolica del Ecuador. Cuarenta y nueve
hongos tanto endofitos como epifitos se aislarara Ra identificacion molecular, se
realizaron extracciones de ADN y secuenciacionesladeegion ITS de los genes
ribosomales. Mediante la herramienta BLAST se cotfes secuencias del estudio con
las del Banco de Genes del NCBI, de esta formalesetificaron treinta y tres hongos a
nivel de género y se obtuvieron 18 especies ditiritanto en la micobiota endoéfita como
epifita, Epicoccumsp. fue el género mas abundarEe nigrumfue la especie epifita mas
aislada; mientras quBusarium sp. fue el segundo género enddfito mas frecudre.
diversidad de hongos endofitos y epifitos fue deitesida utilizando los indices ecologicos:
Riqueza de especies, Margalef, Shannon-Viewer, mpy Jaccard. La localidad de
Quevedo posee una mayor rigueza de especies ydice ide Margalef mayor (4.6).
Ademas, los resultados sugieren que Quevedo pdseeheterogeneidad (H=2.58)
mientras que la localidad de El Empalme muestradamainancia de especies maybr=(
0.18) especialmente del hondepicoccum nigrum Unicamente tres especies fueron
compartidas por las dos localidadgscoccum nigrumEpicoccumsp. yLeptosphaerulina
chartarum (1j=0,38). Este estudio demuestra qu@&irus sinensisesta constituido por
micobiota endofita y epifita variada. El analisiegenético basado en el métodeighbor-
Joining gener6é un dendograma con Ascomycota como grupergely cinco grupos

internos pertenecientes a la subdivision Pezizotinao

Xii



ABSTRACT

Sweet orangeCitrus sinensis,is grown and marketed around the whole word. The
endophytic and epiphytic fungal biodiversity of ghplant from two locations in the
Ecuadorian coast were studied. Ninety-six sampldsaves, healthy fruits and superficial
lesions from Quevedo-Los Rios and El Empalme-Guéyeaities were processed at the
laboratories of the School of Bioanalysis at thatfigal Catholic University of Ecuador.
Forty nine endophytic and epiphytic fungal werdased. DNA extraction and ribosomal
region sequencing were used to compare by BLASIN@BI GenBank. As a result, 33
genera and 18 species were identifiEgicoccumsp. was the genus most abundant in
endophytic and epiphytic mycobiot&picoccum nigrumwas the epiphytic specie more
isolated and~usariumsp. was the second endophytic genus most frequisotated. The
endophytic and epiphytic mycobiota diversity watedainated using the ecological index:
Species Richness, Margalef, Shannon-Wiener, SimpadnJaccard. Quevedo locality has
a high species Richness and a Margalef index (#@j)thermore, Quevedo has a high
heterogeneity (H'=2.58), at the same time El Empalotality shows a high species
dominance D= 0.18), specially oEpicoccum nigrum. Only three species were similar
between these localitie€picoccum nigrum Epicoccum sp. and Leptosphaerulina
chartarum (1j=0.38). Citrus sinensisconsist of a variety of endophytic and epiphytic
mycobiota. Neighbor-Joining phylogenetic analysis expulsed a dendogram where
Ascomycota was the general group and five integnalips belonged to the Pezizomycota
subdivision.

xiii



CAPITULO |
INTRODUCCION

Citrus sinensigL. Osbeck), conocido como naranjo, es un cultemdn en zonas con

clima tropical. La fruta generada por este arbollamada cominmente “naranja”. En el
Ecuador, el cultivo de naranja es importante yreelyce en distintos lugares del pais. De
acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y ©s{BNEC), el cultivo de naranja abarco 6
529 hectareas de terreno; como consecuencia seagam®2.607 toneladas métricas de

naranja de las cuales 21.016 fueron vendidas amaegonal (INEC, 2013a).

Sin embargo, el cultivo de naranja es susceptibleerdermedades producidas
principalmente por hongos como la sarna de la maduice (Kunta, 2013) y la mancha
negra del citrico (Etebu y Nwauzoma, 2014; McBriBegnch, Schuster y Ong, 2010).
Ademas, se han reportado casos en donde diferéwotegos fitopatbgenos provocan
destruccion del tejido de la naranja con la apamicie lesiones en la etapa de post-cosecha
(Ochoa, Hernandez-Montiel, Latisnere-Barragan, LeénlLa Luz y Larralde-Corona,
2007). En el afio 2013, el INEC (2013b) reportéeerebion litoral ecuatoriana una pérdida

de 37 hectareas por la presencia de enfermedadgs@tivo de naranja.

En el Ecuador los estudios de la diversidad fungiedoéfita y epifita son escasos. Las
investigaciones se han centrado en el analisia tiéotiversidad en plantas medicinales y
frutales como el banano, tomate y sandia (Espindinggnez y Peralta 2009; Ramirez,
Delgado, Rodolfi y Solveig, 2006).

Sin embargo, a nivel mundial, se han realizadoogagstudios de la microbiota epifita y
endofita en varias plantas tanto asintomaticas cemtomaticas con el propdsito de
evaluar su diversidad microbiana y posibles foradebiocontrolar enfermedades (Alvindia
y Natsuaki, 2008 Salas, 2010; Douanla-Meli, Langer y Moufao, 2013aK, Shahzad,
Choudhary, Khan y Ahmad 2007; Kumar y Hyde, 20Go®, Usall, Pons y Vifias, 2001).
En plantas medicinales, se ha encontrado la preseiechongos come&olletotrichum
gloeosporioides Guignardia sp., Glomerella cingulata Pestalotiopsisspp., Phomopsis
spp.,Phyllostictasp. (Kumar y Hyde, 2004)spergillussp A. flavus, A. niger, Penicillium

sublateritium, Phomap.,, P. chrysanthemicola, P. hedericgla€andida albicangKhan et

1



al., 2007). En hojas sanas de eucalipto aromatteealyptus citriodoraHook) se ha
encontrado queéCladosporium cladosporioidepredomina en tejido superficial mientras
gueBotrytis cineregrefiere habitar en tejido interno (Kharwar et 2010).

Por otro lado, en plantas de interés comercial cemafé se reporta la predominancia
endodfita y epifita deCladosporiumsp. en los diferentes tipos de muestras (Sala€))301
en un estudio de epifitos de la banana se mendmnaresencia de hongos como
Thielaviopsis paradoxaColletotrichum musgeFusarium verticillioides, Clonostachys
byssicola Curvularia pallescens Penicillium oxalicum y Trichoderma harzianum
(Alvindia y Natsuaki, 2008)Finalmente, en plantas frutales co@itrus limon(limén) se
ha encontrado hongos con@adosporiumsp. y Penicillium sp. (Palou et al., 2001). En
hojas sanas se hall6 con mayor frecuenchyaosphaerellace@isp. Mientras que en

hojas enfermas se encontr@alletotrichum gloesporoidg®ouanla-Meli et al., 2013).

El conocimiento de la diversidad de hongos preseete diferentes tejidos dgitrus
sinensis es importante pues se genera informacion solsrdipos de microorganismos
fungicos presentes e identifica a aquellos quetitopen flora normal de la naranja dulce,
y cuales son potenciales patdgenos para esta.eAtifidar los microorganismos propios
del fruto se podra encontrar aquellos hongos coactexisticas antagénicas que puedan
ejercer esta propiedad intrinsecamente (Backmakoyss 2008). El beneficio de conocer
hongos antagonistas radica en que estos puedensados para realizar estudios de
antagonisman vitro que es el primer paso para controlar a los patseue causan

diferentes enfermedades en la naranja dulce (Quteazera, Alarcon y Lara, 2008).

Las escasas investigaciones enfocadas en la digdrgingica tanto enddfita como epifita
en nuestro pais no han generado informacion sofecipara el conocimiento de la
biodiversidad existente en citricos. En particutar,existen estudios enfocados al analisis
de la micoflora en los diferentes tejidosCigrus sinensisdebido a esto el presente estudio
pretende responder la siguiente pregunta: ¢Cué&h &sodiversidad fangica endofita y
epifita presente en lesiones y superficies sanatifeientes tejidos d€itrus sinensisle

dos localidades de la region litoral del Ecuador?



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

« Evaluar la biodiversidad fangica enddfita y epifii@ Gtrus sinensis

naranja dulce, de dos localidades de la regiéralittel Ecuador.
1.1.2 Objetivos Especificos
» Aislar hongos enddfitos provenientes de tejido poesencia de lesiones
superficiales del fruto deittus sinensis

» Aislar hongos epifitos de tejido sano de frutoojab de @rus sinensis

» Determinar las especies de hongos endofitos ytepifjue estan presentes

enCitrus sinensisnediante secuenciacion del ADN.

* Analizar los patrones de biodiversidad existentesaemicoflora deCitrus

sinensiautilizando varios indices de diversidad.

* Analizar la filogenia fangica encontrada @itrus sinensismediante el

método deNeighbor-Joining.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. EL NARANJO

El naranjo pertenece al reino Plantae, division mddigphyta, clase Magnoliopsida, orden
Sapindales, familia Rutaceae, gén@itrus y especiesinensis(L. Osbeck) (Orwa et al.,
2009). Esta planta genera frutos llamados comurafeatanjas”. Esta planta se originé en
el sudeste de Asia, ha sido cultivada y consumegael hace miles de afos. Es considerado
un cultivo perenne pues su vida Gtil es mayor afim(Orozco y Somarriba, 2005).

2.1.1 Descripcién botéanica

En condiciones ambientales y nutricionales favaskgl arbol de naranjo posee un tamafio
mediano entre los 7.5 y 13 m de altura y en ocasi@icanza hasta los 15m (Etebu y
Nwauzoma, 2014; Orwa et al., 2009; Stephenson, ¢pBurnett, 1834). Su Unico tallo
posee una corteza fina y lisa (Manner, Buker, Bastdard y Elevitch, 2006). Segun
Agusti (2003), el naranjo al tener un tallo tipdideo esté provisto de un crecimiento
longitudinal debido a los meristemos apicales @8iy un crecimiento en su grosor debido
al cambium (tejido meristematico). Se encuentravipto de gran cantidad de

ramificaciones y estas en ocasiones estan decoradaspinas.

Sus hojas son lisas, de un color verde brilland®, forma ovalada, generalmente de 5-
15cm x 2-8cm. Las flores surgen de las ramificaespestas son pequefias y fragantes. Sus
pétalos son cinco, alargados (1.3 cm -2.2 cm), a0 de color blanco y contienen
pequefias glandulas; las flores al ser hermafrogitaducen néctar para la polinizacion
mediante insectos (Etebu y Nwauzoma, 2014; Orwal.et2009; Stephenson, Morss y
Burnett, 1834). A pesar que su floracion haya ymenwado, los frutos de este arbol
empiezan a crecer entre los 3 y 5 afios (Orwa eR@0D9). En la fase de formacion del
fruto, las flores logran un desarrollo fisiolégicompleto generando el fruto maduro. El
tiempo de produccion de naranja dependera de viactsres como la especie, el cultivar y

las condiciones ambientales (Hernandez, 2014).



2.1.2 Caracteristicas del cultivo

Este tipo de cultivo crece en regiones con climmapitales, semi-tropicales y algunos
calidos templados (FAOWATER, 2013; Orwa et al., 20Biccinelli et al., 2008) siendo

uno de los cultivos mas comunes alrededor del mulBdcclimas tropicales es cultivado
sobre los 1.800 metros sobre el nivel del mar (mmy.y en climas subtropicales sobre los
750 m.s.n.m. ; ademas de estar situados entre Q1ON'S (FAOWATER, 2013).

La temperatura 6ptima de crecimiento del cultiverse 23 °C y 30 °C, el rendimiento se
reduce cuando se encuentra sobre los 38 °C o bgjd3 °C. Temperaturas mas bajas
ocasionan diferentes afecciones como la marchigegud ramas (-8 °C) y la muerte total
del arbol (-10 °C). Las flores y los frutos jévers susceptibles al frio, inhibiendo su
normal crecimiento y en ambientes con viento estaslen caer con facilidad
(FAOWATER, 2013). Este tipo de cultivo no se endteeadaptado a trépicos humedos, ya
gque una humedad elevada constante lo hace procivpestes y enfermedades
(FAOWATER, 2013; Orwa et al., 2009).

El suelo donde se encuentre cultivado debe seumuiof con el fin de que sus raices
primarias logren penetrarlo 1 0 2 m, mantenersesat@mperatura mayor a 12 °C, asegurar
su actividad de crecimiento y proveer de suficieiteacion. La presencia y disponibilidad
de magnesio y elementos traza como zinc, cobre lygameso son muy importantes
(FAOWATER, 2013). El suelo debe estar bien dren@idee de agua estancada), poseer un
pH de 5-8 y evitar excesos de salinidad (FAOWATE®RL,3; Orwa et al., 2009).

Al ser un cultivo perenne, el naranjo transpira stantemente por todo el afio. Los
requerimientos de agua varian de acuerdo a lasciomels ambientales y condiciones del
cultivo (limpieza, uso de quimicos, cobertura detls) en las que se encuentre. Segun
Orwa et al. (2009), la cantidad anual de lluvia geeesita este cultivo se encuentra entre
los 900- 2500 mm y FAOWATER (2013), afirma que sgquiere de 900 a 1200 mm por
afio.



2.1. 3 La Naranja
2.1.3.1 Caracteristicas

La naranja es una baya carnosa, posee una forradad ovoide, un tamano
variable y en ocasiones se nota su maduracion locan&io de color que sufre de
verde a anaranjado o amarillo (Hernandez, 2014at@micamente, en el fruto se
logra evidenciar dos regiones el pericarpio y elogarpio. La primera region es
llamada piel o cascara, la cual cubre a todo @bfyuel lugar donde se alojan
hongos y bacterias endoéfitas (Etebu y Nwauzoma4 2@k segunda region tiene
una consistencia carnosa dividiéndose de 10 a drhesdos gracias a tabiques
delgados que se desarrollan dentro de esta; aglbjada pulpa y por consiguiente
las vesiculas que contienen el jugo. La pulpa dsedy presenta semillas
dependiendo de la variedad (Etebu y Nwauzoma, 28érhandez, 2014).

2.1.3.2 Beneficios de su consumo

A nivel nutricional, la naranja posee muy pocasortas, fibras solubles, bajo
contenido de grasa, alta cantidad de &acido ascdrpfdamina C), diferentes
vitaminas y elementos traza, etc (Moreiras, Catb@abrera y Cuadrado, 2010;
United State Department of Agriculture, 2015). Adamla naranja se caracteriza
por la presencia de diferentes tipos de carotesp#edos organicos como el acido
malico y de flavonoides (Etebu y Nwauzoma, 20l4ndacion Espafiola de la
Nutricién, s.f.; Peterson et al., 2005). Componemie nutricionales presentes en la
naranja generan beneficios en la salud del consunddbido a sus propiedades
antioxidantes, anti inflamatorias, anti cancerigenademas de la ayuda que

proporcionan en problemas de obesidad y la esd@ddieebu y Nwauzoma, 2014).
2.1.4 Industrializacién del naranjo

Debido a sus caracteristicas, el arbol es muyedtila industria apicola mientras que la
cascara de la naranja es usada en la industrialavi®egun la investigacion de Olumei,
Ojighen y Ejembi (2006) el implemento de cascar&itieis sinensien la alimentacion de

pollos de engorde puede reemplazar la dieta ded emaiin 15%. Ademas, diferentes partes



como las hojas y frutos pueden ser utilizados endastria farmacéutica. Adicionalmente,
las hojas, la flores del naranjo y la cascara dealanja participan en la produccién de
aceites esenciales (Muhoho, ThiLan Phi y Sawan2@@9; Orwa et al., 2009). Un ejemplo
claro del uso de los diferentes componentes dedanja, fue el estudio de la capacidad
antioxidante que posee la cascaraCiteus sinensisla cual tiene compuestos fendlicos y
flavonoides como glucdsidos de flavanona, flavoryadlavolones. Gracias a esta
caracteristica, la cascara puede ser usada tantda eimdustria alimenticia como
farmaceéutica (Anagnostopoulou, Papageorgiou, Aggimolou y Boskou, 2006). En la
industria alimenticia, la naranja es consumidacemé de productos derivados (zumos, etc)
0 en fruta entera. Para el suministro de frutac&res productos derivados de la naranja al
consumidor, el mercado internacional de producs@rencuentra basado en el CODEX
ALIMENTARIUS. Segun el CODEX STAN 245-2004, MOD éidard for Oranges), las
naranjas de calidad deben ser aptas para el cah@surhbs frutos deben estar sanos, sin
afecciones de podredumbre o deterioro por infeesipexentos de dafio por plaga, etc., que
afecten su imagen y posterior procesamiento.

2.1.5 Enfermedades que afectan a la naranja

El arbol del naranjo, al igual que sus frutos, escsptible a diferentes tipos de
enfermedades las cuales son causadas por una @redad de patdégenos. Las
enfermedades producidas por virus son: la tristedanaranjo Closteroviru3 (Etebu y
Nwauzoma, 2014; Rogg, 2000) y el virus de la faanMandarivirus productor de la
mancha anular citrica (CRSV) (Etebu y Nwauzoma,420ddora y Darai, 2011). Este
cultivo es atacado también por patégenos bacteriprmduciendo enfermedades como: la
clorosis de los citricos X@nthomonas fastidioya la chancrosis de los citricos
(Xanthomonas axonopodispv. ditriel enverdecimiento de los citrico€andidatus
Liberibacter specigs(Etebu y Nwauzoma, 2014; McBride et al., 20109s Lpatégenos
fungicos generan enfermedades como la mancha mdgréos citricos Guignardia
citricarpa-anamorfoPhyllosticta citricarpg, melanosis Diaporthe citri), la sarna de la
naranja Elsinde australi} (Etebu y Nwauzoma, 2014; McBride et al., 2018)pudricion
de la raiz Phytophthoraspp.) (McBride et al., 2010) y el mildiu producidmor

Acrosporium tingitatiun{Etebu y Nwauzoma, 2014). Otras enfermedades fasgice se
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encuentran especificamente en el fruto son lasrgeag por los géneroaspergillus
Fusariumy Penicillium, cominmente en la etapa de post-cosecha y alnmasria
(Ochoa et al., 2007).

2.1.6 La naranja en el mundo

La naranja dulce es cultivada y comercializadaoeio €l mundo (FAOSTAT, 2013; Orwa
et al., 2009) (figura 1). FAOSTAT (2013) mencioagproduccion de este tipo de fruta en
los cinco continentes, aunque la lista estuvo didarpor América con una produccion del
47.7 % y Asia con 31.4 % (anexo 1). En el aflo 20ds8,cinco mejores productores del
mundo fueron Brasil, Estados Unidos de Américapn&hChina Continental e India. Brasil
encabezo este listado con un total de 17.549.536r@#adas de naranja (anexo 2). En el
ambito de aprovechamiento de hectareas y producgéherada son otros paises los
protagonistas: Ghana, Sud Africa, Albania, Turguladonesia. De este grupo, Ghana tuvo
el mejor rendimiento del cultivo en términos deduecion con un total de 390.100 de
hectareas productoras (anexo 3) (FAOSTAT, 2013).

,—..r-._ururrjrlgf_{_ L North
4 Atlantic

E South
| 42,850 (rones) Atlantic

Figura 1. Paises productores de naranja alrededor del munddcirculos rojos
representan al pais productor). Por laFood and Agriculture Organization of the United
Nations. Stadistics Divisior2013.

2.1.7 La naranja en el Ecuador

La produccion de naranja en las diferentes regidekEcuador se debe principalmente a la

situacion geografica en la que el pais se encygnies posee un clima apropiado para la



produccion. En el 2013, FAOSTAT reporto la prodaocde 42.850 toneladas de naranja
en el territorio ecuatoriano. En el mismo afio éEMNreport6 6.529 hectareas plantadas con
arboles de naranjo de las cuales un total de 5h@%®areas fueron cosechadas; como
resultado se produjo 22.607 toneladas de naratiggestas un total de 21.016 se vendieron
a nivel nacional. La region litoral generé 5.11Bdiadas métricas de naranja de las cuales
vendio 4.720. La provincia del Guayas, tuvo 172tdreas plantadas con una produccion
de naranja de 259 toneladas métricas; mientraslgyepvincia de Manabi present6 613
hectareas plantadas generando 1.521 toneladasasélel fruto fresco de naranja (INEC,
2013a). A pesar que esta fruta es una de las germaoduccion en Ecuador, Heredia
(2007) mencion6 que esta se limita solamente atadery consumo interno sin tener la
orientacion exportable. Después de cuatro afiosE®Etd 2% de exportaciones de naranja
de Ecuador al mundo (PRO ECUADOR, 2012).

2.2. BIODIVERSIDAD
2.2.1 Ecosistema

La ecologia comprende el estudio de la biosferajeedr, el estudio de todo lo bidtico

(vida) y lo abidtico (sin vida) dentro de un ambén sus alrededores (Dellosa, 2008). La
biosfera comprende la zona de la Tierra donde sarddla la vida. En ella podemos

encontrar diferentes tipos de ecosistemas (DelR338; Garcia, 2009). Un ecosistema es
un conjunto compuesto de organismos vivos de digemsspecies (biocenosis) que
interactian con su espacio y medio ambiente (bootopébitat). El biotopo condiciona a

las especies que se encuentran presentes allitagdoeasi tres tipos de ecosistemas:
macroecosistemas, mesoecosistemas y microecossst&ieacroecosistema comprende
extensiones enormes de terreno (mar), el mesotmosisse refiere a extensiones de
mediano tamafio (bosque, rio) y el microecosistenrapeende pequefias dimensiones

como un charco, rocas, rama de un arbol, hojagsfldrutos, etc. (Garcia, 2009).

El concepto de especie hace referencia al conjdat@rganismos, microorganismos o
poblaciones con capacidad de unirse y producirethel®ncia viable y fértil entre si, pero
sin poder efectuar lo mismo con poblaciones pecienges a otro conjunto de organismos,

microorganismos o poblaciones (Cambell y Reece,7R00as especies pueden ser



definidas en cuatro formas: el concepto morfologao donde especie es un conjunto de
organismos morfoloégicamente diferentes; el concblgico, donde especie es un grupo
de organismos diferenciados por su tipo de rep@dacel concepto evolutivo en el cual
especie posee linajes evolutivos independiente$;cpncepto filogenético, donde especie
se define al grupo de organismos que poseen al snam® caracteristica similar que no
estuvo en sus ancestros (Pedroni y Morera, 20@2)JursMaczulak (2010), el estimado de
especies en el mundo es incierto puesto que haciespaun no descubiertas; cientificos
han identificado insectos, animales, plantas, hengootistas y procariotas generando
porcentajes de 54 %, 20 %, 17 %, 4.7 %, 4 % y 0.8$§pectivamente. Un total de 1.4
millones de especies han sido identificados, remtasdo Gnicamente el 10 % de todas las

especies de la Tierra.

La biodiversidad se refiere a las especies de un lugar, zona,irggi@bitat determinado.
Se la puede definir basandose en diferentes aspéetdiversidad de especies comprende a
las especies, la diversidad genética asume ladatatle genes presentes, la diversidad de
ecosistemas, diversidad ecologica comprende layactiones entre ecosistema y la
diversidad funcional relaciona las interrelaciohexionales de la biota con su ecosistema
(Audesirk, Audesirk y Byers, 2003; Maczulak, 201®edroni y Morera, 2002). La
diversidad de especiesomprende la riqueza e igualdad o equidad de Espdd nimero

de especies presentes en un area representadaajqnientras que la abundancia de cada

especie en un area hace referencia a la igualdgdidad (Maczulak, 2010).
2.2.2 Microorganismos en los ecosistemas

Los microorganismos se encuentran habitando cualquicho ecolégico de la Tierra;

desde tropicos hasta regiones extremadamente fiégagde minas hasta montafias, desde
desiertos hasta mares; son capaces de soportatl&séade cambio climatico y adaptarse a
ellos (Xu, 2006). Segun Anaya (2003), todos lo®sitlel planeta que somos capaces de
imaginar constituyen habitats o areas donde logomiganismos pueden vivir. Como

ejemplos claros de habitats que componen los difeseecosistemas tenemos a la tierra, el
aire, el agua dulce, salada, marina, la rizésfeomd cercana a raices), el hombre y los
animales (en su exterior e interior), las plantasy 6rganos (hojas, raices, tallo) tanto en

su superficie como dentro del tejido, etc.
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El estudio de las interacciones que poseen loooniganismos entre ellos y la interaccion
de estos con su medio ambiente se denomina EcdWigiabiana. Este estudio se centra
en dos parametros: a) la diversidad microbianasguefiere al aislamiento, identificacion
y cuantificacién de los microorganismos en los tabiy b) la actividad microbiana que
estos seres poseen en los ciclos bioquimicos. sl igue en la diversidad de especies
mencionada anteriormente, la diversidad microbjamede ser medida por varios indices
como la diversidad filogenética, de especies, dpitaty de genes. Estas medidas pueden
ser. a) las que cuantifican el nimero de espemescido como riqueza y b) las que

identifican la frecuencia de cada una de estaxespen el ambiente (Xu, 2006).
2.2.3 Ecosistema vegetal

Cada planta alrededor del planeta se encuentraoetacto con el viento, posee una
interaccion directa con el suelo, las plantas alededor, y las condiciones que el hombre
maneje y proporcione. Segun Anaya (2003), el védetmsiderando todas sus partes)
constituye un ecosistema, el cual estd en consitatet@ccion con microorganismos tanto

benéficos como patdégenos presentes y proveniertemntbiente. Como resultado de esta
constante interaccion ambiental la planta poseeomriganismos en su superficie (epifitos)
ademas de microorganismos con capacidad de ingaesas tejidos (enddfitos) (Osono,

2008). Estos dos tipos de microorganismos puedenpaggenos para la planta o

simplemente no causar ningun efecto contra estao{ér2007; Hernandez, 2001; Schurlz

y Boyle, 2005; Whipps, Hand, Pink y Bending, 2008).

Debido a la variedad del ambiente en el cual lantplase halla, los posibles

microorganismos que el ambiente puede acarreas microorganismos con los cuales se
debe enfrentar hasta su senescencia, los veggiakeen diferentes mecanismos de
defensa. Los mecanismos de defensa propios dekthsp hacen referencia a a) las
defensas morfoldgicas o estructurales antes y desge la infeccidon, y b) las defensas

bioguimicas que la planta posee y genera (Agria@52Mehrotra y Aggarwal, 2013).

Los mecanismos morfolégicos o estructurales dendafeontra algun patdégeno antes del
contacto con este engloba a la cuticula, la cexaepte en la superficie vegetal, el acido

silico presente en la epidermis y la capacidadadeaberturas naturales de la planta
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(estomas) de crear un ambiente bajo en humedacdcaasar deshidratacion del patogeno.
Ademas de eso, algunos tipos de plantas poseeuctesas celulares diferentes. Los

cereales poseen una gran cantidad de células é&wplémas que cumplen la funcion de

prevenir infecciones en el interior. En cambiopaiducirse ya una infeccion, las plantas
pueden generar cambios o alteraciones estructueales) tejido para su autoproteccion

como la generacion de capas de corcho, tilosagscdg abscision, depdsitos de goma y
resinas (Agrios, 2005; Mehrotra y Aggarwal, 201Bai$na, 2004).

Las defensas bioquimicas de la planta pueden peesematuralmente, al igual que las
defensas morfolégicas, en la composicion de latplaomo en situaciones después del
contacto con el patdgeno. Sustancias inhibitorizsegmtes en las células de la planta,
sustancias fendlicas, fitoalexinas, presencia degamarone, pisatin, variedad de enzimas
y proteinas, etc., son sustancias quimicas quecderdo al tipo de planta (especie-
genética) se presentan para poder combatir canpet@geno; ademas, algunas variaciones
de pH, cambios en la presiébn osmoética y en la paoi@ad celular, las defensas
inmunoldgicas contra el antigeno, la limitacionodtégeno y la limitacion de nutrientes por
parte de la planta hacia el patdégeno son accionesefjvegetal realiza para detener y

controlar una infeccion (Agrios, 2005; Mehrotra ggarwal, 2013).
2.2.3.1 Microecosistema epifito

La anatomia vegetal posee muchas partes que sendéracuen continua interaccion
con la atmosfera, tal es el caso del tallo, hdjags y frutos. La superficie de cada
una de estas partes constituye un habitat llambiddeta (Whipps et al., 2008). La
filosfera global es considerada un habitat de daraicon alrededor de aRm?
(Morris y Kinkel, 2002).

Segun Mercier y Lindow (2000), la superficie deHaja y frutos posee una
innumerable cantidad de compuestos organicos ogadn@os como azucares,
aminoacidos, acidos organicos, minerales. El tip@ldnta y la edad de la hoja se
encuentran directamente relacionados con estastedsticas. Ademas, este
ecosistema rico en nutrientes brinda un adecuagortgo para el crecimiento

extenso de microflora.
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La filosfera es un ecosistema dinamico y repleto diferentes poblaciones
microbianas. La microbiota que habita la filosferaede estar compuesta por
bacterias, levaduras, hongos filamentosos, y emiauoaes protozoarios y algas
(Lindow y Brandl, 2003; Whipps et al., 2008). Estoscroorganismos son

conocidos como microorganismos epifitos.

Los microorganismos epifitos logran colonizar l#diera, a pesar de las
condiciones extremas que el habitat superficidhge#anta presenta por encontrarse
directamente expuesto al medio ambiente. La exidos& temperaturas extremas,
radiacion solar, falta de humedad y limitacionedwtes de agua, e inclusive el
ambiente quimico que el hombre ha llegado a prodemicultivos generan un
ambiente hostil para esta microbiota (Rosas, 200dpps et al., 2008). Debido a la
persistencia que los microorganismos poseen pdoaizar este tipo de héabitat, la
superficie vegetal es un area donde pueden oduarisferencias horizontales de
genes de resistencia a condiciones de estrés;ageirediversificacion microbiana

en el ambiente (Rosas, 2004).

En condiciones ambientales desfavorables, cada dganicroorganismo posee
diferentes herramientas para su supervivencia.esamtegias de adaptacion son
formas que los microorganismos poseen para apraveudrte de la energia en
reproducirse en el ambiente. Los microorganismas agupan la mayoria de su
energia para la reproduccion (estrategas r) y liesoorganismos que ocupan su
energia limitadamente para la asimilacion y creentd de su poblacion (estrategas
K) estan en constante interaccion en el ecosiswonde habitan para mantener
limitado y controlado el nimero de individuos enhgibitat (Belart, 2008). Existen
también otras maneras de supervivencia, por ejentaf bacterias poseen un
tiempo de reproduccion mayor al de los demas migesosmos, las levaduras
generan polisacaridos extracelulares y los hongasmdntosos producen esporas
(Blakeman, 1985). En la superficie de hojas y Ssuppdemos encontrar una
poblacién alrededor de 4@/ 1 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de

hongos filamentosos (Inacio, 2002).
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La gran variedad de microflora presente en la féi@s sugiere la existencia de
diferentes clases de microorganismos. Los epifitbeensales (no patégenos para
el vegetal) son abundantes y su supervivencia tenhébitat es facil, sin embargo,
diferentes microorganismos saproéfitos y patogengsah colonizar de la misma
forma superficies de hojas sanas. La filosfera cmalegenera grandes beneficios a
la planta, resultados que se visualizan en la sdkldvegetal, promocion del
crecimiento, calidad y mejora de los productoscadgs, etc (Whipps et al., 2008).
Al contrario, los microorganismos patdégenos y atigusaprofitos generan dafio en
la superficie a través diferentes mecanismos psodi® cada especie microbiana
(produccién de enzimas, produccién de toxinas, alasbe en el sistema hormonal
de crecimiento vegetal, virulencia genética), afedd fisioldgicamente a la planta
(Agrios, 2005).

Sin embargo no todas las poblaciones epifitas seeetran en una concentracion
fija y estable. Los cambios climaticos (lluviasgmio, etc) al igual que los vectores
(insectos, particulas de polvo) son factores queerge una constante distribucion
de microflora en el ambiente (Osono, 2008; Zak, 2200La mayoria de

microorganismos presentes en la atmodsfera estéiadee con particulas y su

concentracion en el exterior varia con la épocaaflel Por ejemplo, en las épocas
secas los microorganismos asociados a particulaerdan con la presencia de
viento en el ambiente, generando una gran divetsi#a microorganismos en la

superficie de plantas, ya estén estas situadaa odejos del origen (Rosas, 2004).
2.2.3.2 Microecosistema enddfito

Antiguamente se conocia a los microorganismos @oddéfomo mutualistas, es

decir, aquellos organismos flngicos que viviantasiaticamente en el interior del

tejido vegetal vivo (Carroll, 1986). Segun Wilsd995), los enddéfitos fangicos y

bacterianos son microorganismos que invaden tej®tal vivo durante todo su

ciclo de vida o la mayoria de este; provocando coifmes asintomaticas

completamente dentro de los tejidos. Actualmert&rmino enddfito fungico hace

referencia a hongos que colonizan la planta sisarasintomas, ni una enfermedad
visible (Schulz y Boyle, 2005; Stone, Bacon y Whi@000). EIl phylum
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Ascomycotaposee la mayoria de miembros con caracteristicdéfieas, pero
también existen enddfitos dehylum Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota
(Gherbawy y Voigt, 2010; Huang, Wang, Zheng y S0Q12 Rosa et al., 2011;
Sanchez et al., 2013). Los hongos enddfitos sosifickdos en dos grupos de
acuerdo a su evolucién, taxonomia, planta hospedéuaciones ecolégicas. Los
clavicetaceos infectan tejido solamente de pastdosy no clavicetaceos se
encuentran comunmente en tejidos asintomaticos defitds, helechos,
angiospermas y gimnospermas (Rodriguez, White, ldAmd&edman, 2009; Rosa et
al, 2011; Sanchez et al., 2013). De este ultimo grl@amnayoria de géneros
pertenecen al filo Ascomycota o Basidyomicota, efremdo con mayor frecuencia
aAlternaria, Arthrobotrys, Aspergillus, Cladosporiu@olletotrichum, Coprinellus,
Curvularia, Fusarium, Paecilomycetes, PenicilliuPhanerochaete, Phomaetc.
(Rosa et a).2011).

Dentro del tejido de la planta pueden encontraifeeethtes tipos de enddfitos. Los
endofitos oportunistas, ligeramente patdégenos, &mapia generar sintomas cuando
el tejido se encuentra en senescencia o existaakgteracion dentro de la planta, y
los enddfitos simbiontes ofrecen diferentes caristieas benéficas y una actividad
mutualista con el hospedero (Arnold, 2007; Hernan@®01; Schurlz y Boyle,
2005).

Los hongos enddfitos pueden convertirse en hongpsofiticos 0, a su vez,
patdgenos cuando el entorno de la planta es dafc@se encuentra en proceso de
senescencia, con efectos negativos sobre la plaospedante (Promputtha,
Lumyong, Dhanasekaran, McKenzie, Hyde y Jeewon,7R0BI desarrollo de
sintomas de una enfermedad en la planta se basssgrarametros: a) el ambiente,
b) el hospedero, y c) el microorganismo. El amlgieain todas las condiciones que
favorecen la enfermedad (lluvia, humedad, etc.hosbedero hace referencia a las
condiciones de susceptibilidad de la planta (mal&icion, situaciones de estres,
genética, senescencia, etc.) y el microorganisnmaldf#o”, que se convierte en

“patdgeno”, cuando estos dos pardmetros favorededesarrollo del mismo
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produciendo enfermedad (Agrios, 2005; Rondén y Roez, 2006; Schurlz y
Boyle, 2005; Schulz, Rommert, Dammann, Aust y &iré699).

Ademas, la especificidad tanto del endoéfito fangtomo del hospedero juega un
rol importante entre ambos. Un microorganismo eitmdbuede actuar como
patdgeno en una especie de huésped, mientras qudreerespecie puede ser
simplemente un microorganismo comensal (Agrios,520Redman, Dunigan y
Rodriguez, 2001). Esta susceptibilidad por partdadelanta beneficia a algunos
endofitos oportunistas al acelerar su reproducgioposterior colonizacion del
tejido, causando efectos negativos en su hospédgrms, 2005; Douanla-Meli et
al., 2013).

En cambio, los enddfitos también generan mejormldigica y funcional del
hospedero, por ejemplo, la tolerancia a factoregsdegés provenientes del medio
ambiente como las altas temperaturas, sequiascapacidad de sobrellevar la
deficiencia de nutrientes provenientes del suét, Bos hongos endofitos protegen
a su hospedero contra factores abidticos y bidtgdgando tres mecanismos: a)
produccion directa por parte del hongo de enzin@asnetabolitos secundarios anti-
patdégeno, b) induccidn e incremento de la expredétos mecanismos de defensa
propios de la planta (defensa fisiologica y/o qoajpiy c) ocupacion del nicho
ecoldgico (Douanla-Meli et al., 2013; Gao, Dai yLR010; Herre et al., 2007;
Sanchez et al., 2013).

La relacion entre el hongo endodfito y la planta g relacion antagonista
balanceada. Por un lado, el hongo endofito prodifeeentes factores de virulencia
(metabolitos, exoenzimas, etc.). Por su parteldatp posee diferentes mecanismos
de defensa (mecéanicos y/o bioquimicos). Asi se rganain “antagonismo
balanceado” y un equilibrio en la relacién endcéitientre ambos organismos
(Sanchez et al., 2013).
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2.2.4 Biodiversidad de hongos enddfitos y epifiten el mundo

Alrededor del mundo, diferentes estudios se halivagi® con el objeto de identificar la
diversidad de hongos endofitos y epifitos sobreerdios cultivos (Alvindia y Natsuaki,
2008; Douanla-Meli et al., 2013 Khan et al., 20RAarwar et al., 2010; Kumar y Hyde,
2004; Palou et al., 2001; Salas, 2010; SantamaiBaymnan, 2005). En particular, los
estudios se han centrado en identificar la micaftanto endoéfita como epifita de muestras
asintomaticas y sintomaticas de varias plantas §BlauMeli et al., 2013; Kharwar et al.,
2010; Salas, 2010). En cultivos frutales como sloh blanco,Citrus reticulata se
encontré una alta frecuencia de hongos c@adlosporiunsp. y Penicilliumsp. en la zona
de Tarragona, Espafa (Palou et al., 2001). Enesfpacie Citrus limon se registrd con
mayor frecuencia 8Mycosphaerellaceaisp. en hojas sanas, mientras Gadetotrichum
gloesporoidesgstuvo presente en hojas enfermas de Yaoundé,r@arfizouanla-Meli et
al., 2013). Estudios en China se han centrado kiodiversidad enddfita presente en hojas,
tallos y raices asintomaticos de plantas medicndk esta region. (Huang, Cai, Hyde,
Corke y Sun, 2008; Kumar y Hyde, 2004). Tejidos Tagterygium wilfordii fueron
evaluados para definir la biodiversidad y recuri@ide hongos endofitos; como resultado,
las especies fungicas cosmopolit@®lletotrichum gloeosporioidesGuignardia sp.,
Glomerella cingulata Pestalotiopsisspp., Phomopsisspp. y Phyllosticta sp.estuvieron
presentes en la mencionada planta (Kumar y Hyd#)2@demas, un total de 29 especies
de plantas medicinales, excluyendo la antes meadarfueron evaluadas para observar la
biodiversidad fangica presente y su recurrencigletejido. Los género€olletotrichum,
Phomopsis, Alternaria, Phomg Xylariales fueron los mas frecuentes, mientras que
ejemplos de especies y géneros infrecuentes fuekomeobasidium pullulans,
Botryosphaeria, Coelomycetes, Drechslera, ElliseanbiEphelis, Flagellospora,
Helminthosporiumetc. (Huang et gl2008).

En plantas de interés comercial como el bananeadiez® un estudio de epifitos del fruto en
donde se reportd la presencia de hongos c@melaviopsis paradoxaColletotrichum
musae Fusarium verticillioides, Clonostachys byssicole&Curvularia pallescens
Penicillium oxalicurmy Trichoderma harzianurfAlvindia y Natsuaki, 2008). Por otro lado,
Santamaria y Bayman (2005) evaluaron hojas asinicesade cultivos de caf&offea

arabica en Puerto Rico. Los géneros mas comunes fueestalotiasp. yBotryosphaeria
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sp. como hongos epifitos y como hongos endéf@adletotrichum sp., Xylaria sp. y
Guignardiasp. En la India, se han realizado estudios sobmiviersidad fungica tanto
endofita como epifita en cultivos de interés coraérg medicinal (Khan et al., 2007,
Kharwar et al., 2010). En el algodon de segiaptropis proceralos autores identificaron
hongos enddfitos coméspergillus sp. A. flavus, A. niger, Penicillium sublateritium,
Phomasp, P. chrysanthemicola, P. hedericgta&Candida albicangKhan et al., 2007). En
la superficie de hojas sanasecalyptus citriodoraHook, eucalipto aromético medicinal,
encontraron una predominancia @adosporium cladosporioidesnientras queBotrytis
cinereafue mayormente encontrado en el tejido foliar (Kear et al., 2010). El interés
principal de los estudios sobre biodiversidad faGages encontrar potenciales hongos
endofitos y epifitos con actividades inhibitoriasnta diferentes microogranismos y/o
plagas (Alvindia y Natsuaki, 2008; Kharwar et 2D,10; Kumar y Hyde, 2004; Santamaria
y Bayman, 2005).

A nivel de Latinoamérica, los estudios sobre didad endodfita y epifita son escasos. Salas
(2010) identifico la predominancia tanto enddéfiamo epifita deCladosporiumsp. en
hojas de café asintomaticas y sintoméaticas deflrraedad “Ojo de Gallo” en dos zonas
de Costa Rica. Ademas, el estudio de Rondon y Bwelzi(2006) sobre hojas y frutos del
mango “Haden”,Mangifera indicaL. (Anacardiaceae), demostré que microorganismos
fitopatdgenos se hallan comunmente de manera asitita dentro de tejidos sanos. Se
registr6 la presencia deFusarium decemcellulare, Lasiodiplodia theobromae,
Colletotrichum gloesporoides, Alternaria alternat@homosis mangiferae, Pestalotiopsis

sp. yCladosporiunmsp. en érganos de mango en Maracaibo, Venezuela.

En Ecuador, los estudios en este &mbito son poseshyan enfocado a aspectos clinicos y
agricolas. A nivel clinico, Ramirez et al. (200@p fsu investigacion en identificar
endofitos de plantas medicinales. Como resultadoréro hongos comdlternaria sp,,
Aspergillussp., Epicoccunsp., Fusariumsp, Nigrosporasp. yPhomasp. A nivel agricola,
Delgado, Rodolfi, Vasquez e Icaza (2009) clasiticataxonémicamente los hongos
endofitos provenientes de plantas de paraddimquiragua jussieuiJ.F) yBidensandicola
Kunth. varandicola En C. jussieuise identificaron los siguientes hongbkdosporium

spp, Coelomycetes, Fusariuspp, Nigrosporasp, y Phomaspp; mientras que, eiB.
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andicola Kunth. se identificaron Alternaria sp., Cladosporium spp, Coelomycetes
Fusariumspp.y Nigrosporasp En cultivos como tomate, banano y sandia se répart
presencia de sus principales fitopatdogenos cdternaria alternata F. oxysporum,
Botrytis sp y Mycosphaerella fijiensjsmientras que se obtuvo como hongos epifitos a
Mucor sp.,Curvularia lunatay Penicilliumsp. (Espinoza et al., 200%inalmente, lesiones
necroticas presentes Bhaseolus vulgarig. mostraron la presencia de géneros de hongos
endofitos comaAAlternaria, Fusarium, Boeremia, Phoma, Epicoccurtgd@sporium etc.
(Cornejo, 2014).

2.2.5 Andlisis de patrones de biodiversidad

La biodiversidad comprende el analisis de la riquée especies especificas de un lugar
concreto y la evolucion bioldgica dominante sufriddemas se fija en la importancia de
alguna de ellas en relacion al ambito farmacolggagricola, o ecoldgico generando
informacion para aplicaciones en el futuro. La bietsidad puede ser medida mediante
indicadores biolégicos presentes en el ecosisteshadiado como también por indices
(célculos matematicos) mas complejos que nos agndarconocer la situacion actual y a
través del tiempo del mismo ecosistema. La biodidad existente en una comunidad se
divide en diversidad alfa, beta y gamma (Escoléstabildo, Claramut y Claramut, 2013).
La diversidad alfa hace referencia a la riguezagpecies en una comunidad determinada,
mientras que la diversidad beta se refiere al cambila composicion de las especies entre
comunidades. Si el area es mas extensa, la disdrg@imma analiza la riqueza total de las
comunidades, es decir, es la suma de la divergilacencontrada en todas las pequefas
zonas del area mayor (Villareal et al, 2004).

2.2.5.1 Diversidad Alfa

Esta diversidad es analizada basandose en a)Jkzdagle la muestra (palabra usada

para referirse al sitio muestreado) y b) por leuestira (especies) de la muestra.
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a) Diversidad alfa relacionado con la riqueza especta

Para medir la diversidad alfa de acuerdo a la mguexistente se utiliza varios
indices directos, curvas de acumulacion de espgdas métodos no paramétricos.
Los indices directos comprenden calculos comagigerda de especies, el indice de
Margalef, la Rarefaccion, el indice de Coleman ydelMichaelis-Menten. Las
curvas de acumulacién de especies son utilizadastasar el nimero de especies
posibles a encontrar a partir del muestreo realizhd curva puede ser usada con
un modelo lineal (distribucion estadistica/ matecaatonocida). En cambio, un
método no paramétrico es usado cuando no se cdmalistribucion estadistica o
no concuerda con ningun modelo determinado (Vilar2z004).

La Riqueza especific&®) es el numero total (N) de especies presentes mupo
(muestra) (Escolastico et al., 2013; Magurran y MEG2011). El indice de
Margalef Dwg) realiza una comparacion entre el nimero de espeel nimero
total de individuos del sitio del muestreo (Escitéset al., 2013; Magurran y
McGrill, 2011; Villareal, 2004). Estos datos exponea relacion armonica entre el
namero de especies y el nimero total de individsiossto no sucede el indice varia

con el tamafio de la muestra obtenida (Escolastiab, 2013).
b) Diversidad alfa relacionada con la estructura déa comunidad

El analisis de la diversidad alfa de acuerdo a c8me@ncuentra estructurada su
comunidad, comprende la relacién de la abundareiesgdecies en la muestra. Para
esto tenemos los indices de abundancia propor¢itmsaimodelos paramétricos y
los modelos no paramétricos. Dentro de los indilgeabundancia proporcional se
analizan los indices de dominancia (indice de Simps la serie de Hill) y de
equidad (indice de Shannon-Wiener, Pielou y BrfipuEl primero toma en cuenta
solamente la especie dominante mientras que elndeghace énfasis en la
abundancia de cada especie y si esta se presstrithuiila uniformemente dentro

de la muestra (Villareal, 2004).

El indice de Simpson (D) nos muestra la dominadeiaina especie en la muestra.

Genera una probabilidad, en donde, al realizar wesimneo al azar, los dos
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individuos seleccionados deberan pertenecer adenanespecie (Escolastico et al,
2013; Marcial et al., 2012; Villareal, 2004). EHine de Shannon-Wiener (H") trata
de mostrar la uniformidad presente en la muestste Hato considera que los
individuos son seleccionados al azar y que todagdpecies estaran representadas
en la muestra (Escoléstico et al, 2013; Marcial.e2012; Villareal, 2004).

2.2.5.2 Diversidad Beta

Esta diversidad nos indica la similitud de dos rrass Existen dos clases de
métodos para cuantificar la diversidad beta: deiligiiaVdisimilitud y los de
recambio/reemplazo de especies. El primer métodpresa el grado de
semejanza/abundancia de especies entre dos muestesdras que el segundo
método expresa el grado de complementariedad deasiciones entre muestras.
El método de similitud/disimilitud posee métodosaldativos (Coeficiente de
similitud de Jaccard e indice de Sorensen) y métatimantitativos (indice de
Sorensen cuantitativo e indice de Morisita-Hord)mEtodo cualitativo compara las
especies dentro de dos muestras y expresa la seadajae existe entre éstas. El
indice de Jaccard mide diferencias entre la présem@usencia de especies, es
decir, relaciona las especies compartidas contddidad de exclusivas (Escolastico
et al., 2013; Villareal, 2004).

2.3. GENOMICA

La gendmica es una parte de la genética que eséudiganizacion molecular del genoma.
Esta ciencia conlleva el analisis de todo el gendescariota y procariota) de los
organismos vivientes, para conocer la organiza@galucion y funcién de los genes que
lo constituyen. La genOomica se divide en tres aortgs: a) gendmica estructural, que esta
directamente relacionada con la secuenciacion yemdp cada uno de los genes del acido
desoxirribonucleico (ADN), b) gendémica funcionaliegengloba el estudio de las funciones
de cada gen que conforma el genoma, y c¢) gendénuogarativa, la cual estudia y
compara el genoma entre diferentes organismos lcoloietivo de encontrar similitudes o

establecer la relacion evolutiva (Patnaik, 2012).
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Las herramientas y métodos usados por la gendmigsastran la manipulacion y el
contacto prolongado con técnicas moleculares qgeagaden al andlisis del genoma de
diferentes organismos. Una de las técnicas en aldies de la gendmica de
microorganismos es la secuenciacion de ADN, yaesta el genoma completo de un
microorganismo o fracciones del genoma caracteoistile un género o especie (Patnaik,
2012; Xu, 2006). Hablando del ambito de laboratol&o “Reaccion en cadena de la
polimerasa” (PCR por sus siglas en inglés) es enagitécnicas en esta area que amplifica
y analiza cantidades pequefias de ADN proveniemtdahmratorio o del medio ambiente.
A su vez, esta Ultima técnica puede ser usadarfostente en combinacion con otras
técnicas de laboratorio que manejen ADN para generastudio enfocado en una forma
diferente (Xu, 2006).

2.3.1 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN (Sanger et al., 1977) astéenica molecular que permite saber
el orden exacto de los nucleédtidos y sus respexbases nitrogenadas (adenina, guanina,
citosina y timina). Actualmente, la secuenciaci@h& enfocado en automatizar estos
procesos con el fin de acelerar el tiempo demangadsu vez extender el nUmero de bases
leidas por cada corrida. Estos sistemas automatza&stan basados en el método
enzimatico usando compuestos fluorescentes o @dlioa sobre las cuatro bases

nitrogenadas o sobre el cebador (Zavala, 2005).skasencias obtenidas son mostradas
por cromatogramas, y posteriormente deberan séwidas en alguna base de datos o

analizadas en base a estas.

100 110 120 130 140 150
ACGTAAAGTTACTACGCAAAGGAGGCTCCGGGAGGGTCCGCCACTACCTTTGAGGGCCTACATCGGC TG

A/vwv\/\m/\f\/w\f\wvxm/\/\MM/U\WWMMMNU\WN\/\AA/W\WW\WAM

Figura 2. Cromatograma obtenido tras la secuenciacion de laegion ITS1-5.8S,
rRNA-ITS2 de uno de los hongos aislados d€itrus sinensisy visualizado en el
programa Mega 6.
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2.3.2 Bioinformatica

Actualmente, se ha secuenciado el genoma compdet@ribs organismos como insectos,
bacterias, hongos, pequefias especies hasta dalreano. La secuenciacion de ADN de
varias especies se ha incrementado enormemergagldemando la creacion de bases de
datos donde se pueda almacenar, organizar e indexamformacion obtenida. La
bioinformatica es una ciencia computarizada. Esteiglina esta a cargo de la adquisicion,
almacenamiento, acceso de datos referentes a ADNrgteinas. La base de datos que la
bioinformatica maneja es un repositorio o una aifet de secuencias (ADN o
aminoacidos). Refiriendose al area de la cienaahdse de datos posee tres objetivos
principales: tener a disposicion todos los datésvamtes en un solo lugar, actualizar la
informacién facilmente, y tener un facil almacenamid y recuperacién de informacion
relevante (Patnaik, 2012). Electrénicamente, existeichos repositorios donde se puede
hallar la informacion del genoma que se busca @dgxLa base de datos facilita a los
investigadores la busqueda o la obtencion de udrpabn el cual comparar las secuencias
obtenidas. Es de gran utilidad para identificaregés, especies, relaciones filogenéticas,
etc. (Prats, 2006).

2.3.3 La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica molecular usada con el objete replicar muchas veces un
fragmento especifico de acido desoxirribonucleicgeco tiempo. Consta de tres etapas,
las cuales producen cambios de temperatura segdelearias repeticiones consecutivas
de los ciclos configurados en el termociclador.pkimera fase es la denaturacion que se
lleva a cabo a temperaturas entre®@3a 97°C. Estas altas temperaturas hacen que los
enlaces de hidrégeno de la doble hélice de acidoxareibonucleico (ADN) se rompan
generando dos hebras. La segunda fase conocidahibrigacion ocurre entre 80-65°C

en donde los cebadorgwimery se unen a sus zonas complementarias para postente
amplificarlas. La tercera etapa es la elongaciém spida a una temperatura de’@2en
donde la Taqg polimerasa aflade dNTPs para crear cadana sencilla de ADN
complementaria al sitio blanco. Como resultado at#acciclo se origina un fragmento de
ADN de doble cadena (Prats, 2006; Schuller, Cajtames, Halliday y Slots, 2010). Los
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fragmentos obtenidos gracias a la especificidactelehdor se denominan amplicones. Los
amplicones o “productos de la PCR” pueden ser thetes y analizados mediante una
electroforesis en gel de agarosa. Este método traién determina la presencia del
amplicon y, al mismo tiempo, su tamafio en funciérirdgmentos de ADN con diferentes
pesos molecularedaflder) (Prats, 2006; van Pelt Verkuil, van Belkum y Ha608).
Todas las bandas son reveladas mediante la tird#@OMDN con colorantes como el
bromuro de etidio 0 €YBR GreerEstos quimicos se insertan o intercalan entredbsas
del fragmento de ADN vy la fluorescencia es detecta un ambiente oscuro expuesto a
luz ultravioleta (van Pelt Verkuil et al., 2008).

Los cebadores mas utilizados cuando se trata deonganismos fungicos, son secuencias
de nucledtidos que actian sobre la region del ARMdda espaciador transcrito interno
(ITS por sus siglas en inglés) (Sanchez, 2009;a8oridel Castillo, 2007). Los ITS
comunmente usados en diferentes investigacionesgicEm son: ITS 1
(5'TCCGTAGGTGAACCCTGCGG3), ITS 2 (5'GCTGCGTTCTTCAGATGCS), ITS

5 (5" GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3") y el ITS 4
(5"TCCTCCGCTTATTGATATGC3") (Camarena, 2012).

2.3.3.1 Espaciador Transcrito Interno

El ADN ribosomico (ADNr) es una secuencia de ADNequosee dos subunidades
de genoma fungico. La subunidad pequefia que cengilegen 18S rRNA y al gen
5.8S rRNA vy la subunidad grande que presenta el2§h rRNA (figura 3). El
ADNTr se caracteriza por su nivel bajo de polimanfisconstituyendo los genes mas
conservados del genoma (Camarena, 2012; Crousleyef&roenewald y Samson,
2009). Entre los genes ribosomales del ADNr se amtcan segmentos espaciadores
transcritos y no transcritos. Los espaciadorestrans internos (ITS 1 e ITS2) se
encuentran entre la subunidad pequefia y el genrBB8 y la subunidad grande
que presenta el gen 28S rRNA respectivamente #iglr Estas son regiones con
pocas homologias, ya que no forman parte del ARNa&aral (Camarena, 2012), y
presentan una alta tasa de evolucidén, lo que los imarcadores adecuados para la
filogenia a nivel de especie (Camarena, 2012; Cebvas, 2009).
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Figura 3. Subunidades del genoma fungico, genes ribosomalgs espaciadores
transcritos internos (ITS 1 e ITS2). Por Camarena2012, Revista Chapingo, 1§3), p.
418.

2.3.4 Analisis filogenético

La filogenética es el estudio de la filogenia (dekgo phylon: “tribu, raza” y genea;
“nacimiento, origen, procedencia”). La filogenétiestudia la evolucién de un organismo
y/o de las relaciones ancestrales entre los ongasisde un grupo, proporcionando
conocimientos sobre las relaciones filogenéticaseetiferentes grupos analizados y su
evolucion en el tiempo (Contreras, Cuevas, Goyeseech Iturbe, 2007; Oren y Papke,
2010). Antiguamente, la filogenética tradicionaséda en fenotipos (caracteristicas
morfoldgicas vy fisioldgicas) era suficiente parastficar a los diferentes microorganismos.
Debido a la alta variacion de caracteristicas datras relacionados, esta filogenética dejo
de ser una herramienta principal, pasando a saratikis de genes y genomas (filogenética
molecular) la nueva herramienta actualmente udaadilogenética molecular basada en
secuencias tipicas de ADN y su ubicacion en losnosomas es usada mayormente en
secuencias procariotas y fangicas. Un arbol filégjeo es el resultado de un andlisis
filogenético, una grafica donde se evidencia laciéh evolutiva de organismos que

formaron dicho arbol (Oren y Papke, 2010).
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Para el andlisis de la filogenia existen variasité&s: métodos de distancia y métodos con
datos de caracter discreto (Miyamoto y Cracraf§1)9Los métodos de distancia como el
método de evolucion minim&yeighbor-Joining,generan arboles donde se adaptan, en
pareja” segun sus secuencias, a una matriz dendissaevolutivas (Miyamoto y Cracraft,
1991; Oren y Papke, 2010). Los métodos de cardigereto como el método basados en la
maxima parsimonia, o0 en el maximo probabilisticétados bayesiano usan las secuencias
directamente, y Unicamente los dos ultimos se basanodelo evolutivo explicito (Oren y
Papke, 2010).

2.3.4.1Método Neighbor- Joining (NJ)

El método de andlisis filogenétidteighbor-Joining(Saitou y Nei, 1987) pertenece
al estudio de métodos de distancia, donde se ankl& diferentes linajes que
comprenden un grupo en estudio. Estos linajes #g@@uente no necesitan
divergir en cantidades equitativas, es decir, quen&odo permite reconstruir
informacién con datos distantes. Es el método raslo pues ocupa algoritmos y
analiza largos sets de datos (Miyamoto y Craci®&®1; Oren y Papke, 2010) y
genera un dendograma donde se muestra Unicamegtadel de similitud de las
secuencias, es decir reflejara la similitud enéie éspecies presentes mas no una
relacion ancestro- evolutiva (Oren y Papke, 20E0iaP?2011).

Para el andlisis estadistico de los resultadosggnera NJ se utiliza el método de
Bootstrap forma de evaluacion estandar para el analisisadeipotesis parcial

generada en el arbol filogenético (Kurtzman y R200.1).

2.3.4.2 Bootstrap

Basandose en la matriz original (con muestreodales), este analisis estadistico
reacomoda los caracteres de la matriz primariargaden namero de matrices.
Cada matriz adquiere uno o varios arboles. Loslésbmas cortos son escogidos
para obtener un arbol concenso (Solanas y Sie982)1Segun D Elia (2014), las
proporciones d®ootstrapson las medidas de apoyo o soporte de cada clado. L

proporciones dan un soporte estadistico. Estasepueariar entre 50 y 100 % en
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donde un valor mayor muestra mayor soporte, migngp@e un valor bajo es
interpretado como poseedor de un bajo soporte masmo indicador de un clado

falso.
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CAPITULO llI

MATERIALES Y METODOS

3. 1 Tipo de estudio y Técnica de muestreo

El presente estudio fue parte del proyecto “Cotatei inventario de hongos microscoépicos
causantes de enfermedades en cultivos de impataenercial (fitopatdogenos) en la
region Litoral del Ecuador”, cédigo K13190. Finamd por la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador (PUCE), en el afio 2014.

Esta investigacion fue de tipo descriptivo-transaer Un total de 60 naranjas fueron
recolectadas de tres arboles de naranjo en QuenaiRios (S010.463'/ W07929.407")

y de tres arboles de El Empalme-Guayas {81101’ / W7939.104"). De las 30 naranjas
de cada localidad, 20 naranjas con presencia mmésssimilares a sarna (figura 4) y 10 sin
lesiones aparentes. Un total de 36 hojas sinresiganexo 6) fueron recolectadas, 18
hojas en Quevedo-Los Rios y 18 hojas en El Emp&uoeeyas provenientes de los tres
arboles muestreados en cada lugar.

3.2 Equipos y materiales
3.2.1 Materiales usados en el estudio
3.2.1.1 Materiales de campo
« Cooler.
* Fundas de papel.
* Guantes de latex.
« GPS.
* Icepack.
« Marcadores permanentes.
» Papel absorbente.

» Tijera podadora.
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3.2.1.2 Materiales de laboratorio para cultivo dengos

Agar Papa Dextrosa (APD) 500g.

Agua destilada estéril.

Agua peptonada.

Alcohol etilico (70%).

Alcohol etilico (96%).

Asa deDrigalsky.

Cajas Petri de 15 mm.

Cajas Petri de 60 mm.

Contenedor plastico de color claro.

Fundas plasticas herméticas tamafio mediano, Zploc
Guantes.

Hipoclorito de sodio (3.5%).

Juego de tijeras y bisturi.

Marcadores permanentes.

Parafilm.

Puntas desechables para pipeta 100 ul, AXYGEN.
Microtubos vol. 1.5 ml, AXYGEN.

3.2.1.3 Materiales de laboratorio para extraccioanalisis de ADN

Agua libre de nucleasas, PROMEGA, LOT 0000068977.
Agarosa 500 gr. (Ultra-pura), INVITROGEN.

Alcohol antiséptico 70%.

Blue/Orange 6X Loading Dy@ROMEGA.

Buffer TAE 10X, PROMEGA.

Cebadores Universales (ITS4, ITS5), INVITROGEN.
DNA Ladderl00pb, PROMEGA.

DNA SYBR Safe Gel stainlNVITROGEN.

Go Ta® GreenMaster MixPROMEGA.

Guantes de nitrilo.

29



* Microtubos PCR vol. 0.2 ml, AXYGEN.

» Puntas desechables para pipeta 0,1- 10ul, AXYGEN.
* Puntas desechables para pipeta 100 pl, AXYGEN.

* Puntas desechables para pipeta 1000 pl, AXYGEN.
* Microtubos vol. 1.5 ml, AXYGEN.

*  Wizard® Genomic DNA PurificatigiPROMEGA.

3.2.2 Equipos usados en el estudio

» Autoclave, Market-Forgot.

» Cémara electroforética horizontal, C.B.S SCIENTIR®delo: MGU-501T, serie:
006918

» Fuente de poder C.B.S Scientific

e Camara fotografica, NOKIA, modelo: Lumia 900

* Microcentrifuga, PRISM-LABNET, modelo: C-2500, Re6-6600, serie: P-
101004.

* Micro-incubadora LABNET, modelo: 1-5110, Ref.NJOBQ8erie: 06091109.

* Microondas Panasonic.

» Espectrofotometro NanoDrop2000, ThermoScientific.

* Pipetas autométicas de volumen variable, LABNET.

* Termobloque DRY-BATH, modelo: DB-005, serie: 919622

* Termociclador, LABNET, modelo: MULTIGENE OPTIMAX: &.TC-9610,
serie:1202020

« Transiluminador con luz ultravioleta, INVITROGEN fstmagef™ 2.0, modelo:
BLUE-LIGHT TRANS-ILUMINADOR, serie: 13110317

3.3 Métodos
3.3.1. Recoleccion y traslado de muestras

Las muestras fueron recolectadas de dos localiddelda region del litoral ecuatoriano,
Quevedo-Los Rios y EI Empalme-Guayas. Se realizénuastreo estratificado al azar,

pues se busco frutos con lesiones, frutos sin desjoy hojas sanas. Cada muestra
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recolectada fue georeferenciada y colocada en fdiglac® individual. Las muestras
fueron colocadas en uecooler con pilas deicepack y trasladadas via terrestre a los
laboratorios de Micologia e Investigacion de laugta de Bioanalisis de la PUCE, Quito,

para el analisis microbiol6gico y su posterior aigimolecular respectivamente.

Figura 4. Naranjas con lesiones superficiales provenienteg @Quevedo-Los Rios (A, B,
C). Naranjas con lesiones superficiales proveniergele EI Empalme-Guayas (D, E, F).

3.3.2 Aislamiento de hongos epifitos

Para el aislamiento de los microorganismos epjfitas 30 naranjas recolectadas se
procesaron individualmente mientras que las 36sheggprocesaron en conjunto de acuerdo
al arbol muestreado generando resultados que espaesla localidad. Las naranjas se
lavaron de forma individual dentro de fundagloc® con 90 ml de agua peptonada y se las
agitd manualmente por 3 minutos. Las hojas fueasadas en conjunto (como pool)

con el mismo tiempo de agitacion. Concluido el psac se realizaron dos diluciones
seriadas, para lo cual se tomaron fiD@e la solucion producto del lavado y se los odloc
en un microtubgunto con 900ul de agua destilada estéril. Esa muestra constitayo
dilucién 10, la misma que fue agitada mediante inversién pes bcasiones. En otro

microtubo con 90Qul de agua peptonada se adicionaron fiD@e la dilucién 10. Esa
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muestra constituyé la dilucién 0 Una vez realizadas las diluciones, se inoculé un
volumen de 1 ml de cada una t010?) sobre cajas Petri con medio APD. Se aplicé el
método de siembra en superficie, que consiste par@s el inéculo con un asa de
Drigalsky. Tras la siembra, las cajas fueron selladas mamafilm y dispuestas en un
contenedor plastico transparente para el ingrestuzl@mbiental. Las muestras fueron
incubadas a temperatura ambiente por un periodxiapado de una semana con revision
diaria (Salas, 2010). Se realizaron controles teribdad del agua peptonada, del APD y

de las fundaZiploc® antes de ser utilizadas.
3.3.3 Aislamiento de hongos endéfitos

Para el aislamiento de hongos endoéfitos se aplipboeedimiento realizado por Douanla-
Meli et al. (2013). Las naranjas que presentargiomhes superficiales se sumergieron
individualmente en alcohol al 96% por un minutgusdo de hipoclorito al 3.5% por cinco
minutos y finalmente en alcohol (96%) por 30 segsndPara retirar el exceso de
sustancias quimicas, se enjuagaron las muestragpersion en agua destilada estéril.
Para la siembra, se corto el tejido lesionadotgj@lo sano adjunto de cada naranja con un
bisturi estéril. El corte se colocé directamentdaesuperficie del medio APD en caja Petri.
Las cajas fueron selladas goarafilmy colocadas en un contenedor plastico. Las muestra
fueron incubadas a temperatura ambiente por unarsente realizaron controles de
esterilidad del agua destilada estéril y del APBesirde ser usados en el proceso. Para
garantizar la desinfeccion total de las muestras@®ilé 1 ml del agua de enjuague final
en APD mediante técnica de profundidad. Se verificausencia de crecimiento alguno

tras siete dias de incubacion.

3.3.4 Obtencion de cultivos puros

Se realizaron cultivos puros de los hongos obtenafolos aislamientos anteriores (figura
8). Con un bisturi estéril se cortdé un pedazo pgude agar que contenia el hongo en
crecimiento. Este pedazo se inoculdé en una caja ¢t APD. Sé incubd a temperatura
ambiente (23 °C) por un periodo aproximado de wraasa. Durante el proceso de
inoculacion se mantuvo un ambiente aséptico usdaoganecheros.
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3.3.5 Extraccion de ADN de hongos aislados

El ADN gendmico se extrajo del micelio del hongoosecimiento. Este procedimiento se
llevé a cabo mediante el uso dét de extraccion de ADNWizard® Genomic DNA
Purification (Promega) y el protocolo el aislamiento de ADN deito de tejido vegetal
recomendado por el fabricante (Promega, 2010) (argx

Figura 5. Proceso de extraccion de ADN fuangico. Laboratoride Investigaciones de la
Escuela de Bioandlisis. PUCE, Quito.

3.3.6 Cuantificacion de ADN

Para cuantificar la calidad del ADN almacenado d#izai el espectrofotémetro
NANODROP 2000 (Thermo SCIENTIFIC) siguiendo las exsficaciones del fabricante
(anexo 8). EI mismo proceso se realizé con cadaderlas muestras de ADN a excepcion

del blanqueamiento que se realiz6 cada 10 muestedizadas.
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3.3.7 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Este procedimiento se siguid en base al protocodpyesto por Crous et.al (2009) con
modificaciones. Primero se elabord la solucMaster Mix sin ADN. Para obtener esta
solucién, en un microtubo de 1,5 ml se mezclé d@r eslen, 1ul de Primer forward
Invitrogen (ITS5), 1ul de Primer reverse Invitrogen(ITS4), 8,5 de agua ultrapura
(Promega) y 12,5 de GoTagMix 1X (Promega) quedando un volumen final dep?3
Master Mix sin ADN por reaccion. Después, se rotul6 para aadastra de ADN un
microtubode 0, 2 ml en el cual se pipetearopl2iel ADN correspondiente, se afiadieron
23 ul de la solucién antes preparada y se resuspergdidvéces cada mezcla. En todo este
proceso se mantuvo la cadena de frio. Al finaliagreparacion deMaster Mixcon ADN,

se procedié a programar los ciclos para la PCR &rraociclador LabNet MULTIGENE
OPTIMAX.

Las condiciones del termociclador para la PCR salde en la tabla 1.

Tabla 1

Protocolo estandarizado para la amplificacion derkegion ITS del ADN de hongos

Protocolo para la amplificacion de region ITS del AN
Denaturacion inicial ge 3 minutos 1 ciclo
Denaturacion ac 30 segundos
Hibridacién 57C 40 segundos 35 ciclos
Elongacion 7C 1 minuto

Elongacion final 7 5 minutos 1 ciclo

Los productos de PCR resultantes se refrigerar8tCay para el control de calidad del
procedimiento se afiadié un control positivo y umted negativo para demostrar el
correcto funcionamiento de la mezcMaster Mix usada. Para la comprobacion de
existencia y calidad del producto de PCR se realim) electroforesis en gel de agarosa al
1% con los productos de PCR tefiidos caqi @e DNA SYBR Safe Gel stainLa corrida

de la electroforesis fue realizada en una camaiadmal por 30 minutos a 90 voltios en

34



condiciones especificas del equipo (C.B.S ScietifEl resultado se observé en un

transiluminador (Invitrogen Safelmag¥®r2.0) (anexo 9).
3.3.8 Secuenciacion de ADN

Los productos de PCR se enviaron para su respegougenciacion a MACROGEN, Sedl-
Corea del Sur. Las secuencias recibidas de MACRO@IExbn editadas y alineadas
manualmente con el programa MEGA 6 (Tamura, Stedheterson y Kumar, 2014). Se
alinearon las secuencias de lpsmers forwardy reversepara obtener la secuencia
consensus mediante la opcién Clustal W del mismmgrama (anexo 10). Para la
identificacion de las especies se utilizo la hereaa Basic Local Aligment Search Tool
(BLAST), que compara la identidad de las secuendas estudio con secuencias
disponibles en la base de datos del Banco de G&@wmsBankNCBI). La mayoria de
especies obtenidas mediante la blusqueda en BLAGVie@®n basadas en un 98% de
similitud con los datos déenBanktabla 2 y 3).

3.3.9 Andlisis de Patrones de Biodiversidad

Los patrones de biodiversidad fueron evaluados angglilos siguientes indices y sus
respectivas férmulas:

. Riqueza especifica (S)

Numero total (N) de especies presentes en un grupo.

. indice de Margalef (Ry)
Dmg= S- 1/ InN, donde S es el numero total de espacladl es el logaritmo del total de
individuos (Escolastico et al., 2013; Magurran y®id, 2011).

. indice de Simpson (D)
D = =p;?, donde prepresenta la abundancia proporcional de la espem@siguiendo este
valor con el nimero de individuos de una especiédido para el numero total de

individuos de la muestra (Escolastico et al, 208&cial, 2012; Villareal, 2004).
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. indice de Shannon-Wiener (H")

H= -X pin p, en donde jpes el resultado de la division del nUmero de iddios de la
especie y el niumero total de individuos de la ntae8ista ecuacion puede generar un valor
de 0 o cercano a esta cifra cuando hay una soéiespnientras que valores superiores a 1
indican una alta heterogeneidad de la muestra (& et al, 2013; Marcial et al, 2012,
Villareal, 2004).

. Coeficiente de similitud de Jaccarg (|

c

lj =— donde a representa el niumero de especies eticellsib es el nimero de

especies del sitio 2 y ¢ es el nUmero de espegiapartidas entre los dos sitios (1 y 2). Los

resultados varian entre 0 y 1, el valor mas alt@esgera cuando los dos sitios tienen
especies compartidas mientras que el valor va disyendo a 0 cuando no existen especies
compartidas (Escolastico et al., 2013; Villare@02).

3.3.10 Analisis Filogenético

Las secuencias consenso identificadas se alineamm el software Cluster W
implementado en el programa MEGA 6.0 (Tamura, StedPeterson y Kumar, 2013). Las
secuencias alineadas fueron analizadas filogendticte mediante el método de distancia
Neighbor- Joining Para evaluar el soporte de las ramas se utilizn&isis estadistico

Bootstrapcon 2.500 repeticiones.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Hongos endofitos y epifitos obtenidos detflis sinensis

Se recolectaron 60 naranjas y 36 hojas de lasodafidades. Un total de 49 hongos tanto
endofitos como epifitos fueron aislados @érus sinensis,Junio 2014, 38 aislados
provenientes de Quevedo-Los Rios (Localidad 1) ypfdvenientes de ElI Empalme-
Guayas (Localidad 2) (figura 6). Treinta y cuatom@os enddfitos y cuatro hongos epifitos
de Quevedo-Los Rios y 11 epifitos de El Empalmey@siéfigura 7).

Hongos aislados en dos localidades
del Litoral

B Quevedo M ElEmpalme

Figura 6. Porcentaje de hongos aislados en Quevedo- Los Rjos
El Empalme-Guayas, region litoral del Ecuador.

La informacion generada muestra que diferentesepate la planta d€itrus sinensis
(hojas y frutos) constituyen un habitat complefargveen a los microorganismos fungicos
los recursos necesarios para sobrevivir (Anaya3R08demas, diferentes investigaciones
han generado datos alrededor del mundo sobrenadgrarsidad de hongos tanto endofitos
como epifitos de diversas plantas (Alvindia y Nakiu2008 Douanla-Meli et al., 2013;
Khan et al., 2007; Kumar y Hyde, 2004; Palou et24l01; Salas, 2010).
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Aislados endoéfitos y epifitos
Enddfitos Epifitos

34

11

0

Quevedo El Empalme

Figura 7. Hongos enddfitos y epifitos aislados en Quevedo4d ®&ios y EI Empalme-
Guayas, region litoral ecuatoriana.

Andlisis globales sobre el resultado de la cantiadislados tanto enddéfitos como epifitos
de las dos localidades se evidencian en la figulaa7mayoria de estudios de estas dos
micobiotas se han realizado por separado. No diestastudios simultdneos de estos dos
tipos de hongos en un sola planta han generadomafion sobre las ventajas de la
coexistencia de estas micobiotas en el vegetal;eponplo, Gao, Dai y Liu (2010) y
también Herre et al. (2007) mencionan implicacidia@erables en la salud de la planta y
posibles alternativas propias para su protecciambién Kumar y Hyde (2004), Khan et
al. (2007), Alvindia y Natsuaki (2008) y DouanladMet al. (2013) dan punto a favor al
conocimiento de la biodiversidad microbiana. Adenf&ssa et al. (2011) mencionan el
posible descubrimiento de metabolitos y sustancisadas para el tratamiento de

enfermedades tanto vegetales como humanas proteh@mhongos endofitos y epifitos.

La metodologia de obtencion de hongos epifitosaghgj frutos aparentemente sanos) y
endofitos (frutos con lesiones superficiales) fy@al para las dos localidades. A pesar de

esto la cantidad de hongos aislados tuvo una dié&aotable.

Diversos autores comentan que la micoflora tantditepcomo enddfita puede variar
cuando esta se encuentran bajo distintas condgimmbientales. La diferencia entre estos

dos tipos de hongos provenientes de las dos leckdi&l expuestas en esta investigacion
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podria ser explicada mediante lo examinado poradwng Brandl (2003), Agrios (2005),
Salas (2010) los cuales mencionan que la tempardéuhumedad, la presencia y cantidad
de fuentes potenciales de inéculo (Photita, Lumydngnyong y Hyde, 2001) afectan
directamente las caracteristicas de crecimientonigacion, abundancia y otros procesos

de colonizacion fungica.

4.2 ldentificacion molecular de hongos aislados degitrus sinensis

Mediante el analisis molecular de las regionesd@& &lentificaron 24 hongos de diferentes
especies tanto endofitos como epifitos presenteSitens sinensisprovenientes de una

localidad de Quevedo-Los Rios y una de El Empalmay@és.

En la localidad de Quevedo-Los Rios se lograromtifiear 16 hongos enddfitos
provenientes de tejido con lesiones superficial@ssolo hongo epifito procedente de la

superficie de la naranja y una especie epifitadmiperficie de hojas del arbol (tabla 2).

En la localidad de EI Empalme-Guayas no se idedtihongos endofitos, pero si, un
género y una especie de hongo epifito procedergels duperficie del fruto y cuatro

hongos epifitos provenientes de la superficie gashigabla 3).
4.2.1 Enddfitos en muestras sintoméaticas déitrus sinensis

Al centrar la atencién solamente en los hongos fénddaislados de tejidos con lesiones
superficiales del fruto de las dos localidades ste estudio resalta una gran diversidad de

géneros y/o especies fungicas (tabla 2).

La localidad de Quevedo reporté con mayor frecweadColletotrichum gloesporioides
Lasiodiplodia theobromaeanamorfo deBotryosphaeria rhodina Epicoccum nigrum
Nigrospora oryzage Epicoccum sp. y Fusarium sp. Todos estos microorganismos
pertenecen ghhylumAscomycota (MycoBank, 2015). Estos microorganissms géneros
y especies enddfitas comUunmente presentes en rddsr@lantas sintomaticas como se

expone a continuacion:
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El estudio de Sanchéz (2009) muestra el aislamidat@olletotrichum sp a partir de
lesiones ddactylis glomeratgpasto). Ademas Gamboa (2006) afirma Gadletotrichum

es uno de los taxones mas ampliamente distribusio@mbientes tropicales, también
presenta cepas morfolégicamente variables y un raiamaplio de hospederdspicoccum
sp., Epicoccum nigrunfueron identificados emactylis glomeratay Epicoccumsp. en
aislados de lesiones ddolcus lanatus(heno blanco) (Sanchez, 2009). Por otro lado,
micobiota enddfita d€itrus limonmuestra a la familia Glomerellaceae (familia zual
pertenece el génefoolletotrichun) como una de las mas abundantes en la investigdeio
Duanla-Meli et al. (2013). Rubini et al. (2005) wsaron ramas sintomaticas de la
enfermedad de “la floracion de bruja” provenienties cacao, de las cuales se aislaron
microorganismos endofitos comdColletotrichum gloesporioidesy Lasiodiplodia
theobromae. Nigrospora oryzaeel géneroFusariumcon su especiexysporumfueron
revelados como hongos enddfitos en hojaguealyptus citricolaHook (Kharwar, Gond,
Kumar y Mishra, 2010).

Daldinia eschscholtzii, Leptoshaerulina chartarusmpelomycessp., Didymosphaeria
futilis, Edenia gomezpompae Phaeosphaeriopsisp. son especies enddfitas aisladas en
este estudio pertenecientes a Quevedo. Represantahiota no comiunmente observada

pero encontradas en diferentes estudios:

La investigacion llevada a cabo por Yuyama, Peréitaki y Ishikawa (2013) muestra a
Daldinia eschscholtzicomo un enddfito proveniente de muestras de maafesgnescencia
de la region norte de Brasileptoshaerulina chartarumtelomorfo de Pithomyces
chartarun) fue estudiado por Abler (2003). Muestras de ad$peron recolectadas para su
analisis, en vista de que este género represeoitéepras en diferentes tipos de césped en
climas himedos en USA. Sun, Wang, Lu, Okane y Kakia (2012) aislaron a
Ampelomycessp. como enddfito deéalsola collinay Peganum nigellastrumambas
sintomaticasDidymosphaeriges un género de hongos ubicuos reportados comditesdo
saprofiticos y patdégenofidymosphaeria futilisfue descrita como endofito/saprofito
partir de tallos de rosa en senescencia (Ariyawrasd, 2014)Edenia gomezpompdae
aislada de hojas d@allicarpa acuminata(Quintana Roo, México) como hongo enddfito
(Macias et al., 2008). Posteriormente este hongeWaluado por Yu et al. (2010) para la

producciéon de quinolonas como metabolito con podatimicrobiano. ElI género
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Phaeosphaeriopsison su especienusaefue asilado como enddfito fungico a partir de

hojas enfermas de arro@irfyza satival..) (Suada et al., 2012).

A pesar de la existencia de diferentes investig@salonde se evidencia la gran diversidad
de enddfitos que las lesiones de diferentes plgmasen la localidad de EI Empalme-
Guayas de este estudio no evidencié la presendmnigos endoéfitos. Explicaciones para

sustentar este suceso son mencionadas por dife@rttaes, asi:

Furhman y Campbell (1998) citados por Gamboa (2006) ejemplo, destacan que el
mayor inconveniente y posible problema para larestion de la diversidad microbiana
endofita es la incapacidad de algunos microorgavsste crecer en medios de cultivo en
laboratorio. Rosa et al. (2011), por su parte, cdare que cerca de un 50% de hongos
endofitos no producen conidias o esporas en meldiasiltivo artificiales disminuyendo la

posibilidad de identificacién.

Otra razon de la ausencia de hongos enddfitos ekRnilalme-Guayas podria ser la
expuesta por Santamaria y Bayman (2005). Ellos imeaic que a pesar de que varios
hongos pueden estar en la superficie de la muest@s de ellos son capaces de penetrar el
tejido. Para corroborar esta informacion, Sancheal.e(2013) mencionan que el hongo
endofito produce diferentes factores de viruler{oi@tabolitos, exoenzimas, etc.) y a su
vez, la planta produce diferentes mecanismos dendaf (mecénicos fisicos y/o
bioguimicos), cuando este *“antagonismo balanceadotede se logra encontrar

microorganismos enddofitos en el tejido.

Al igual que esta investigacion, diferentes estsidian mostrado la presencia desigual de
micobiota endodfita en plantas de la misma espétamada et al. (2010) indican que la

diferencia en la abundancia y/o composicién deaependdfitas de un solo tipo de planta
puede deberse a condiciones propias del hospeder@ $u composicion quimica, su etapa
fisiologica de crecimiento o condiciones ambiergaéededor de la planta. Este tipo de
razones son consideradas variables que el invdstige puede controlar, por consiguiente

informacién adicional sobre la semejanza de esddshles en la recoleccién de muestras

seria un punto clave para evitar grandes difersremdos resultados.
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Tabla 2

Identificacibn molecular basada en la region ITS d®ngos en tejido del fruto (TN), en

superficie del fruto (SN) y superficie de hojas (HiMe Citrus sinensis pertenecientes a la

localidad de Quevedo-Los Rios

oo | secundorio | aislado. Hongos denitag | Valor E | NoGenBank
1.ELsi1 |AM48 TN Lasiodiplodia theobromae 90% 2e-132 | KM265786.1
1LELsIz |AM2 TN Daldinia eschscholtzii 98% 0.0 KF151849.
1ELSI 4 |AM4 TN Leptosphaerulina chartarum | 100% 0.0 HQ607815.1
1ELSI5 |AM29 TN Epicoccum nigrum 86% 2e-110 |KP276617.1
1ELsIle |AMI9 TN Ampelomycesp 78% 6e-28 | AF035780.1
1ELsle |AM23 N Epicoccum nigrum 100% 0.0 HQ728258.
1ELSI9 |AMI8 N Epicoccunsp 99% 0.0 HQ630972.1
1ELSI10 |AM20 TN Phaeosphaeriopsis sp. 99% 0.0 HQ631015.1
1.ELsI 1 |AMIS TN Colletotrichum gloeosporioides99% 0.0 JQ580526.
1.ELSI 15 |AM49 TN Lasiodiplodia theobromae 100% 0.0 KM406107.1
1ELSI16 |AMSE TN Didymosphaeria futilis 99% 0.0 KM246243.1
1ELsI17 |AM14 N Nigrospora oryzae 98% 0.0 HQ608152.1
1LELSI1¢ |AMS N Fusariumsp. 97% 0.0 JQ761035.
1. ELSI 20 |AMS5 TN Edenia gomezpompae 83% 2e-25 | KJ957792.1
1.ELSI 2 |AM25 TN Phaeosphaeriopsisp 99% 0.0 GU017524.
1ELSI23 |AM® TN Alternaria longissima 95% 0.0 KJ572139.1
1ELSI24 |AM3 TN Colletotrichum gloeosporioides 99% 0.0 HM575258.1
1ELSI2e |AMI3 TN Fusariumsp 95% 0.0 JQ760019.
1ELSI28 |AMS TN Alternaria sp. 100% 0.0 KM268674.1
1ELSI3C | AM7 TN Colletotrichum gloeosporioides 99% 0.0 HM575258.:
1ELSI32 |AM21 TN Nigrospora oryzae 99% 0.0 HQ608152.1
1. ELSI33 |AM46 TN Leptosphaerulina chartarum |99% 0.0 KJ398148.1
1ELsI3s |AM1L TN Epicoccunsp 82% 4e-114 |KC178644.1
1.26 AM10 SN Diaporthesp. 100% 0.0 FJ799938.
1. HoJAS 0.2 AM30 HN Epicoccum nigrum 92% 0.0 HM467833.1
1.HoJAas |AMS4 HN Epicoccum nigrum 95% 0.0 HQ728258.1
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4.2.2 Epifitos en muestras asintoméaticas d&trus sinensis

Zhang et al. (2010) afirman que a pesar de sabemp@rtancia y potencial de los
microorganismos epifitos, los estudios cientifieofocados en este tipo de micoflora son

escasos.

En la localidad de Quevedo- Los Rios se identifieto micoflora epifita ®iaphortesp.

y Epicoccum nigrunftabla 2).

Diaphortesp. ha sido reportado por varios autores comotepié plantas (Bungihan et al.,
2011; Liu, Ding , Deng y Chen, 2009; Sim, JiunpkhLee y Cheah , 2010).

La localidad de El Empalme-Guayas presentd varoeigps y especies de epifitos, como
Epicoccum sp., Bipolaris sp., Pithomyces chartarum, Leptosphaerulina chartarum,

Epicoccum nigruny Cladosporium cladosporioiddsabla 3).

Epicoccumfue uno de los géneros de hongos epifitos encanttad mayor frecuencia en
el estudio de Caretta, Piontelli, Picco y Del Fid@99). También Stohr y Dighton (2004)
identificaron al géner&picoccumcon su especipurpuracenscomo epifito que recubre a
Vaccinium macrocarpoarandano americano) y la misma especie fue udosikongos
epifitos con mayor aislamiento en la investigadérKharwar et al. (2010) a partir de hojas

de Eucalyptus citricolaHook.

El géneroBipolaris con sus seis especiasynodontis, ellisii, hawaiiensis, papendorfii,
spiciferay victoriae fueron hongos epifitoaislados de pastizales provenientes de Kenia
(Caretta et al, 1999). Larran, Monaco y Alippi (2D@dentificaron aBipolaris cynodontis
como enddfito de tomate; mientras que, Larran,&RolBruno, También, Alippi y Urrutia
(2002) identificaron &Bipolaris sorokiniana(Sacc.) Shoem. como endoéfito en hojas de
soya.

La investigacion llevada a cabo por Stohr y Digh{@904) muestra &ithomyces
chartarum como uno de los hongos que cominmente se encuentia filésfera de
Vaccinium macrocarpor(arandano americanofdemasP. chartarumy su teleomorfo
Leptosphaerulina chartarunestuvieron presentes como epifitos de pastizaleKahéa

(Caretta et al., 1999). Por otro lado, Martinilef(2009) identificaron &. chartarumcomo
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endofito de Vitis vinifera Kharwar et al. (2010) encontraron @ladosporium

cladosporioidecomoepifito en hojas d&ucalyptus citricoldHook y a su vez fue aislado

en menor cantidad como hongo enddfito.

Tabla 3

Identificacibn molecular basada en la region ITS dengos en superficie del fruto (SN)
y superficie de hojas (HN) de Citrus sinensis peweientes a la localidad de El
Empalme-Guayas

C(z::ijsllgaod(c)jel se%ﬁ?]g;rio P;gtlzggl Hongos id;ﬁt(ij;ad Valor E | No.GenBank
2.-2 2 |AM16 SN Epicoccum nigrum 100% 0.0 HQ728258.1
2.-2 9 |AM36 SN Epicoccum nigrum 99% 0.0 EU232716.2
2.-2 10 |AM22 SN Epicoccunsp. 99% 0.0 EF432273.1
2.H-15 |AM45 HN Bipolaris sp. 95% 0.0 JN116629.1
2.H-2 1 |AM43 HN Pithomyces chartarum 96% 0.0 HG518059.1
2.H-27 |AM24 HN Leptosphaerulina chartarum | 99% 0.0 HQ607815.1
2.H-28 |AMI12 HN Cladosporium cladosporioides | 99% 0.0 KJ596320.1

En el presente estudBipolaris sp., Pithomyces chartarum, Leptosphaerulina chartarum,
Epicoccum nigrumy Cladosporium cladosporioidetueron reconocidos como hongos
epifitos. La informacion de diferentes investigaeis también sefiala a estas especies como
endofitos fungicos. Es posible que al momento deéstreo de esta investigacion, estos
microorganismos estuvieran en la primera faseidld de vida de hongos enddfitos (Herre
et al., 2007) (anexo 5). Esta primera fase sereefiecontacto de la espora con la superficie
de la planta (fruto, hoja, etc.). Posterior al eotd se produce la germinacion, la
penetracion del tejido y la colonizacion hastagdaescencia de la planta. Es por esta razén

gue también encontramos a algunos de estos gamwmmusendofitos en naranja.
4.2.3 Enddfitos en tejido sintomatico y epifitos etejido asintomético.

También podemos notar en este estudio que alg@mes@s y especies constituyen tanto la
micoflora endéfita proveniente de frutos con les®rdeC. sinensis como la epifita
proveniente de hojas y frutos asintomaticodsinensisAsi Epicoccumsp.,E. nigrum

L. chartarum Diaporthe sp. estuvieron presentes en las dos micofloraschea (2009)
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menciona a Photita et.al. (2004), concordando asrhallazgos y generando una hipotesis
gue expone que estos géneros y especies podri@sartar microorganismos latentes en
el hospedero. Podrian hallarse como epifitos ynizdo la superficie. Por cambios
fisiolégicos, ambientales, etc., estos mismos miganismos llegan a ubicarse en el tejido
sintomatico convirtiéendose en endoéfitos de estelusive, estos mismos hongos endofitos
podrian convertirse en saprobios al empezar lasseneia de la planta (Promputtha et al.,
2007).

4.2 .4 Pérdida de informacion

Bajo las condiciones de laboratorio usadas, 12dusl de la localidad 1 y 4 aislados de la
localidad 2 mostraron crecimiento micelial abundafigura 8) pero su identificacion

molecular fue deficiente por consiguiente estosomstan en los resultados de este estudio.

Figura 8. Algunos aislados fungicos con crecimiento miceli@bundante provenientes
de Quevedo-Los Rios (A, B, C) y El Empalme-Guaya®{( E, F) que no pudieron ser
identificados molecularmente.
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Las razones de este suceso pudieron ser variagjétoplo, un procesamiento erroneo al
momento de la extraccion de ADN por parte del itigador pudo dar como resultado un
ADN de baja calidad enviado a secuenciar. Se debsiderar que para obtener una buena
secuenciacion, el ADN debio estar libre de salrpsotontaminantes, caracteristicas que
generan el nivel de pureza y calidad en el misnm @zo6n de la pérdida de informacion
en la secuenciacion de algunos hongos en esteiegtudo ser la presencia excesiva de

guanina y citosina en el ADN lo que dificultd ebpeso de identificacion (Oliva, 2004).

Por otra parte, el uso de cebadares baja afinidad hacia estos hongos pudo corrsbitta
razon para la perdida de informacién. A pesar de lguregién ITS es eficaz para
identificacion de géneros fungicos, en ocasiorn&s, mismo cebador no es especifico para
diferentes especies fungicas lo que genera unaastdantificacion si el hongo no posee
afinidad. Muchos autores han usado diferentes oebaghara identificacion fungica
molecular. Tanto para endéfitos como para epifeoemos como posibilidades al ITS1f e
ITS4 (Douanla-Meli, 2013), ITS1 e ITS 4 (SantamariBayman, 2005; Sim et al., 2010;
Yuan et al., 2010), ITS3 y NL4 (Takemoto et al.12pD

4.2.5 Enddfitos y epifitos fingicos como antagonas.

Muchas especies aisladas en esta investigaciépredactoras de metabolitos secundarios,
los cuales son utilizados en biotecnologia conb@tivo de generar diferentes productos
para el bienestar vegetal y humano. Por ejemplogleambito biocontrolador=denia
gomezpompaposee Preusomerina EG y Bisnaftoespirocetal qumacomo antifingicos
contra un patdgeno univers&lusarium oxysporun{Sanchez-Fernandez et al., 2013).
Endofitos comolLasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloespates, Fusariumsp.
mostraron actividad antagonista hadtaytophthora palmivora(patdgeno del cacao)
(Hanada et al., 2010). En cambio en el ambito mapalternaria sp., Nigrosporasp. y
Epicoccumsp. son géneros que presentaron antagonismo dmatterias patdgenas en el
hombre Escherichia coli, Klebsiella pneumonijagtc) (Ramirez et al., 2006). También Gao
et al. (2010) identificé el antibidtico 3-O-methigternin, altersolanol A producido por
Ampelomycesp. que actla sobre patégenos c@taphylococcus aureus, S. epidermidis
Enterococcus faecalis

46



4. 3 Andlisis de patrones de biodiversidad existegs en la micoflora de naranja

La localidad de Quevedo muestra uitpieza de especie§S) superior a la localidad de El

Empalme (tabla 4).

Tabla 4

Numero de individuos y riqueza de hongos endéfiyospifitos identificados en Quevedo-
Los Rios y El Empalme-Guayas de la region litoral

Hongos Quevedc El Empalme
Fusariumsp. 2 n.p
Didymosphaeria futilis 1 n.g
Colletotrichum gloeosporioides |3 n.c
Alternariasp 1 n.g
Alternaria longissima 1 n.r
Diaporthe sp. 1 n.g
Epicoccum sp. 2 1
Ampelomycesp 1 n.g
Nigrospora oryzae 2 n.p
4 2

Epicoccum nigrum
Phaeosphaeriopsisp 2 n.g

Edenia gomezpompae 1 n.c
Daldinia eschscholtzii 1 n.g
Leptosphaerulina chartarum 2 1
Lasiodiplodia theobromae 2 n.r
Cladosporium cladosporioides | N-F 1
Bipolaris sp. n.f 1
Pithomyces chartarum n.r 1
Rigueza ) 15 (16 6
Numero de individuos 26 7

n.p: no presente

El indice de riqueza de Margalef(Dyg) Se encuentra directamente relacionado con el
valor Sy con el numero total de individuos de cada loeaidQuevedo, al tener mayor
valor S,obtuvo un mayor valor en este indice (4,6) (ficixa

Los valores Qg generados en esta investigacion variaron notablen{égura 9) a pesar
gue el muestreo y el procesamiento de las muesérdses realizé evitando cambios en

variables que afecten los resultados. Por ejenglonuestro en las dos localidades se
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realizé a frutos del naranjo con lesiones fisidaslares, frutos sin lesiones aparentes y
hojas asintométicas. El transporte y manejo de trageiie el mismo. El procesamiento de
cada muestra en el laboratorio fue igual paradasdatalidades. Similar a lo sucedido en el
presente estudio Girlanda et al. (2001) analizar@ucumis sativyspepino comun, bajo
condiciones controladas de crecimiento (tiempoptratura, inoculacién de quimicos) en
cinco ciclos de crecimiento. Los resultados variadesde su primer ciclo hasta el quinto
con respecto a los quimicos usados: control, CHAO-BHAO-Rif (pME3424) y
Metalaxyl. Asi losDyg obtenidos fueron 3.9, 4.7, 5 y 4.6 respectivamemnt el primer
ciclo y en el quinto se obtuvo 5.1, 4.7, 4.6, 58. observa que a pesar de controlar la
mayoria de variables posibles, los valores puedearvsignificativamente. Yuan, Zhang,
Lin y Kubicek (2010) analizaron la micobiota en rsimas de raices d@riza granulatey se

obtuvo un valor de 7.39.

Indice de Margalef
5 -
* Quzv:do

4 . ’
L3 El
o
= ¢ Empalme
=2 2,57

1 -

0 T T 1

0 1 2 3

Figura 9. indice de Margalef Duvg) de hongos enddfitos y epifitos de la localidad de

Quevedo-Los Rios y de EI Empalme-Guayas del litoracuatoriano.

El estudio de Diaz et al. (2010) muestra valdggvariados. La investigacion se llevo a
cabo en 9 sitios de la parte centro-oeste y 1@ssitel oeste de Estados Unidos. Se observa
gue el estado de lllinois por ejemplo, obtuvodedide 0.55, 1.21y 1.52 a pesar de ser un
mismo estado. A su vez, al compararse con un esti@daifio y con puntos de muestreo
cercanos se observa que Kentucky obtuvo 1.79,¥1711. En efecto, a pesar de poseer
condiciones geograficas similares, analizar missgevares (Golden delicious) Malus

x domesticaBorkh no se generygiguales. Resultados semejantes a este estudioeya qu

48



las localidades muestreados fueron zonas geogd&icailares, con clima semejante en
época de verano (Junio-Diciembre) y recolecciorfrdms deCitrus sinensisse obtuvo

también indices [a variados.

El indice de Simpson(D) representa la dominancia de especies dentro cheiéstra; por
ende, se interpretaria como la posibilidad de dueeaizar un muestreo al azar dos
individuos seleccionados pertenecieran a la miss@eae (Escolastico et al., 2013;
Marcial et al., 2012). La localidad de ElI Empalni#uyo un valor mayor en este indice
(figura 10). Este resultado se vio afectado direetate por la menor cantidad de especies e
individuos de esta localidad. Tomando como refeeeacuna especie similar en las dos
localidades Epicoccum nigrumel resultado puede interpretarse asi: Quevedeepasatro
individuos Epicoccum nigrum(dominancia de esta especie en el lugar muesiregdta
localidad también posee 22 posibilidades mas (8®ioluos mas) de que al realizar un
muestreo estos no seBnnigrum(tabla 4); por el contrario, El Empalme solamestiuvo
siete individuos de los cuales si se efectia unstreee al azar la posibilidad de que estos

seankE. nigrumfue mayor (valoD mayor).

indice de Simpson

0,2 - | |
El Empalme
0,18 - ¢ 0,1821

0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 - P
0,06 - Quevedo
0,04 - 0,075
0,02 -
0 T T T T )
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Valor

Figura 10. indice de Simpson D) de hongos endofitos y epifitos de la localidad de
Quevedo-Los Rios y de EI Empalme-Guayas del litoragcuatoriano.
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EL indice de Shannon-Wienergenera datos relacionados con la heterogeneiddd de
muestra, es decir la variabilidad de las especieslieiduos. El valor H" de Quevedo fue
superior al de El Empalme (figura 11). Esto se delmpie Quevedo posee 12 especies
diferentes adicionales en comparacion con la seglowhlidad (tabla 4). A pesar de que
Quevedo presenté gran heterogeneidad (2,58) estdtado es bajo en comparacion a
diferentes estudios pero a su vez demuestra la\graabilidad de especies que puede
existir en este tipo de investigaciones. Yuanl.e2810) obtuvieron un valor de 3.14 en
estudios de€ryza granulate Sanchez (2009) genero un valor H' de 4.2 en pailas de
Dactylis glomerata

Enfocando los resultados generados en este esteidioa manera diferente, se observa que
a pesar de que Quevedo y El Empalme sean locatigadgimas entre ellas, ubicadas en la
parte centro de la region litoral del Ecuador, camestras fisicamente similares, con un
clima seco en la temporada de verano (Junio-Didiejria variabilidad de heterogeneidad
puede existir (figura 11). Por ejemplo, Diaz et(2010) muestran que North Caroline y
Georgia obtuvieron un valor H' de 0.73 y 2.56 respamente a pesar de ser estados

ubicados al sur-oeste del pais, préximos entre glloon analisis de cultivares iguales de

manzana.
indice de Shannon-Wiener
3 -
Quevedo
2,5 - 2,58
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Figura 11. indice de Shannon-Wiever (H) de hongos enddfitog epifitos de la
localidad de Quevedo-Los Rios y de El Empalme-Guayalel litoral ecuatoriano.
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Para evaluar la equidad entre localidades se usteétiente de similitud de Jaccard];),

el que muestra las especies compartidas entreobiudares (figura 12). El valgrfue de
0,38. Solamente tres individuos con géneros y eéspesimilares forman parte de las
especies compartidas. Es por esta razén que elsabcerca a cero. Kumar y Hyde (2004)
obtuvieron un valor de 0.147, el mayor de las t@munidades estudiadas; mientras que
0,23 fue el valor que Douanla et al. (2013) obtwoneen su estudio. Recordemos que los
resultados obtenidos con este coeficiente varigre €1y 1, el valor mas alto se genera
cuando los dos sitios tienen especies compartidastras que el valor va disminuyendo a
0 cuando no existen especies compartidas (Esauattal., 2013; Villareal, 2004).

Especies compartidas

Quevedo M El Empalme

Pithomyces chartarum
Bipolaris sp.

Cladosporium cladosporioides
Lasiodiplodia theobromae
Leptosphaerulina chartarum
Daldinia eschscholtzii

Edenia gomezpompae
Phaeosphaeriopsis sp.
Epicoccum nigrum
Nigrospora oryzae
Ampelomyces sp.

Epicoccum sp.

Diaporthe sp.

Alternaria longissima
Alternaria sp.

Colletotrichum gloeosporioides
Didymosphaeria futilis
Fusarium sp.

||||"

Figura 12. Representacion grafica de especies compartidas tengos enddfitos y
epifitos entre la localidad de Quevedo-Los Rios yedEl Empalme-Guayas del litoral
ecuatoriano.
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4.4 Filogenia fungica encontrada erCitrus sinensismediante el método deNeighbor-
Joining (NJ).

Pefia (2011) menciona que el analisis filogen&tidgenera grupos aislados basandose en
la similitud de sus terminales y por ende agrupasale miembros similares. Yuan (2010)
en su estudio uddJ para agrupar a las diferentes especies fungicamtadas en raices
de Oryza granulate En aquel arbol se evidencia la clasificacion des ghylum
(Ascomycota y Basidiomycota) con sus respectivaerges y familias. Ademas, Cornejo
(2014) estudié @haseolus vulgariy sus especies endofitas. Como resultado obtuvo un
dendogramaNJ donde se evidencia d@hylum La mayoria de especies enddfitas en su
estudio se encontraron en pylum Ascomycota. Segun lo mencionado, el dendograma
resultado de esta investigacibn muestra un grupergky cinco grupos internos (figura
13).

El grupo general esta conformado solamente por bresrdelphylumAscomycota. Como
sub division se obtuvo Pezizomycotinaspecies de estphylum son ecolégicamente
obicuos (fitopatdégenos, patdgenos de animales, rma€te.) y varias especies participan en
simbiosis y procesos ecolégicos (Schoch et al., 9208patafora et al. 2006).
Pezizomycotina posee 10 clases: Sordariomycetestiob@/cetes, Lecanoromycetes,
Lichinomycetes, Laboulbeniomycetes, DothideomycelRezizomycetes, Eurotiomycetes,
Arthoniomycetes y Orbiliomycetes (Kumar, Healy, @ara, Blackwell y McLaughlin,
2012).

El primer grupo interno estd conformado @wiletotrichum gloeosporioideg Diaporthe
sp.. Los dos pertenecen a la clase Sordariomygetésirden Glomerellales y Diaporthales
respectivamente (Douanla-Meli et al., 2013; MycoB&15).

El segundo grupo interno posee dos especies qugaanen la clase Dothideomycetes y
subclase Dothydeomycetida€ladosporium cladosporioideslel orden Capnodiales y
Lasiodiplodia theobromaelel orden Botryosphaeriales (Diaz, 2010; MycoBa2®]5;
Schoch et al., 2009).

52



Colletotrichum gloeosporicides AMT
4“:“]’ Colletotrichum gloeosporioides AM15
4] Colletotrichum gloeosporicides AM3

26 L Diaporthe sp. AM10

_|:l’_lladnspnrium cladosporioides AM12
g1 |59 Lasiodiplodia theobromae AM49

a9 Daldinia eschscholtzii AM2
Fusarium sp. AM5
M

E4 79 igrospora oryzae AM21
[ 100 Migrospora oryzae AM14
95 | Fusarium sp. AM13

Leptosphaerulina chartarum AM46
Leptosphaerulina chartarum AM4

53

gz j Leptosphaerulina chartarum AM24
47 Pithomyces chartarum AM43

Alternaria longissima AMY

EE Phaeosphaeriopsis sp. AM25

43 Phaeosphaeriopsis sp. AM20
Didymosphaeria futilis AMBG

3 rAItemaria sp. AMB
24 Edenia gomezpompae AM35

Epicoccum sp. AM22

H Epicoccum nigrum AM16

& Epicoccum nigrum AM23
Epicoccum nigrum AM36
Epicoccum sp. AM18

Lasiodiplodia theobromae AM48

B2

Epicoccum sp. AM11

43

Bipolaris sp. AM45

Epicoccum nigrum AMZ29

44 —E Epicoccum nigrum AM30
57 Epicoccum nigrum AM34

]

Ampelomyces sp. AM19

1er grupo interno

2do grupo interno

3er grupo interna

4to grupo interno

o grupo interno

—

01
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Figura 13. Arbol filogenético NJ correspondiente a la relacion de hongos enddfitos y

epifitos aislados de muestras d€itrus sinensisde dos localidades de la region litoral.
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Sordariomycetese clasifica en 14 6rdenes. Los ¢rdenes Glomess|ldDiaporthales,
Hypocreales, Microascales, Ophiostomatales, Phylaes, Trichosphaeriales vy
Xylariales poseen especies fitopatogenas. Ademas, el ordemckbgles y Xylariales

registran varias especies de endofitos (Zhang,2G06).

El tercer grupo lo conforman una gran variedad sjgeees. Todas ellas pertenecen a la
clase Sordariomycetesnformado por diferentes 6rdenBsldinia eschscholtzipertenece

al orden XylarialesfFusariumsp. pertenece al orden Hypocrealedligrospora oryzae
pertenece al orden Trichosphaeriales (Cornejo, ;2(Mduanla-Meli et al., 2013;
MycoBank, 2015).

El cuarto grupo interno esta conformado por espe@ertenecientes a la clase
Dothideomycetes y subclase Pleosporomyceti@mntro de esta clase se evidencia 10
ordenes: Pleosporales, Hysteriales, MytilinidialeBatellariales, Botryosphaeriales,
Jahnulales, Dothideales, Capnodiales, Myriangipl&sypetheliales (Schoch et al., 2009).

Todas las especies de este grupo pertenecen al Bletesporales.

Este orden es el mas extenso de la clase Dothidsxtesy Comprende especies fungicas
gue pueden ser halladas como endofitos, epifitgmobios, patdgenos, en simbiosis y
como parasitos en diferente vegetacion. Pleosgogabsee muchas familias, entre ellas
tenemos a  Botryosphaeriaceae, Dimeriaceae, Pleaxga®, Venturiaceae,

Leptosphaeriaceae, Phaeosphaeriaceae, Didymosjueaey, etc.

Pithomyces chartarum su anamorfd.eptosphaerulina chartarune] génerdAlternaria, el
géneroEpicoccumy Edenia gomezpompgertenecen a la familia Pleosporaceae; mientras
gue Phaerosphaeriopsiy Dydimosphaerigpertenecen a la familia Phaeosphaeroaceae y

Didymosphaeriaeespectivamente (MycoBank, 2015).

El quinto grupo en esta investigacion esta confdongor tres géneros antes mencionados.
Ademas consta del géneBipolaris sp. y Ampelomycesp. Especies pertenecientes a la
clase Dothideomycetes, orden Pleospordlesdiferencia entre estos dos géneros es la
familia a la que pertenecen. El primer género pede a la familia Pleosporaceae mientras
que el segundo género es de la Familia Phaeosplcaae (MycoBank, 2015).
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Este grupo tiene géneros y especies similares ankesiores grupos, pero esta conformado
con especies que al ser identificadas e@@hBankobtuvieron porcentajes de similitud
bajos. Ampelomycesp. obtuvo un 78% de similitud lo cual se evidarem el arbol pues
constituye una rama separada y Unica. La bajaitithifle las secuencias de estas especies
con la base de datos deénBankse puede deber a una mala secuenciacion del AB#. E

problema posiblemente sea por la baja calidad B&.A
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CONCLUSIONES

Hojas y frutos deCitrus sinensigonstituyeron un amplio reservorio y fuentes ricas
en micobiota endofita y epifita.

El género enddfito mas abundante asociado a lesginglares a sarna en naranjo
dulce,Citrus sinensisfue Epicoccum seguido dd-usarium.Con menor frecuencia
especies comunmente aisladas a partir de vegeta&fpicoccum nigrum,
Colletotrichum gloeosporioides, Leptosphaerulinaartarum y Lasiodiplodia

theobromae

La micoflora epifita proveniente de hojas y frutde Citrus sinensisfue
heterogénea. El géner@picoccumcon su especi@igrum se aislé con mayor
frecuencia. Se corrobora nuevamente fpEoccumes un género ubicuo y ademas

puede hallarselo tanto dentro de tejido como eer§igge vegetal.

La mayoria de géneros y especies fungicas ideadéi€ en este estudio han sido
evaluadas en investigaciones previas, confirmandpreducciéon de metabolitos

secundarios con propiedades antagonistas.

La localidad de Quevedo presentd mayor Riqueza specees y por ende un
resultado mayor en el indice de Margalef.

Los indices de diversidad de Shannon-Wiever y Samparrojaron datos
equilibrados. En las dos localidades evaluadas (€lee y EI Empalme) se
evidencié heterogeneidad y dominancia respectivéamen

Las dos localidades generaron un coeficiente dditsidhde Jaccard bajo (0,38)
puesto que solamente cinco individuos de la micafenddfita y epifita de los dos

sitios fueron similares.
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» Los resultados emitidos por el andlisis filogeréétiasado en el métodd) fueron
claros pues, el dendograma resultado gener6 agomgacde miembros similares y

todos pertenecen a la division Ascomycota, sutsidiniPezizomycotina.
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RECOMENDACIONES

Para obtener mayor cantidad de hongos microscgpseosugiere recolectar mas

muestras, ampliar los sitios de coleccién y épddasentes del afio.

La calidad del ADN interfiere directamente al momeere la identificacion
molecular, por ende, se recomienda seguir rigureagarel protocolo de extraccion
y a su vez comprobar que la calidad del mismo smiestire dentro de los

parametros establecidos.

Con el objetivo de llegar a una identificacion n&@k de género fungico, se
recomienda amplificar otras regiones del ADN a d&éa region ITS comiunmente

utilizada.

Se aconseja realizar una edicién exhaustiva deelasencias obtenidas, ya que este
es uno de los pasos clave al momento de realizandisis filogenético y los
indices de biodiversidad.

Muestras procedentes de la naturaleza son propensastar constituidas por
microbiota no identificada adn, por consiguiente ssgiere usar métodos mas

modernos para recuperar microorganismos viablesilivables presentes.

Ademés del método de andlisis filogenétNeighbor-Joining se aconseja usar

otros métodos de andlisis filogenéticos para comehtar los resultados obtenidos.
Investigaciones anteriores demuestran que grarideadntle hongos enddfitos y

epifitos poseen potencial para ser usados biotégitaimente, especialmente para

biocontrol, lo cual alienta a los investigadoresnécarse en esta prometedora area.
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ANEXOS

Anexo 1. Porcentaje de produccion de naranja por igiones. Por FAOSTAT, 2013
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Anexo 2. Toneladas de produccion de los 5 mejoresopluctores del mundo. Por
FAOSTAT, 2013
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Anexo 3. Cinco paises con mejor rendimiento del dito en produccién. Por
FAOSTAT, 2013.
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Anexo 4. Base de datos importantes en Bioinformatc Por Patnaik, 2012.
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Anexo 5. Ciclo de vida propuesto para hongos endtds tropicales en su planta
hospedera. Por Herre et.al., 2007.
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Anexo 6. Algunas hojas asintomaticas proveniente® &l Empalme-Guayas.
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Anexo 7. Metodologia de extraccion de ADN.

Este procedimiento se llevé a cabo mediante ebleskit de extraccion de ADN)Vizard®
Genomic DNA PurificatiorfPromega). La extraccion se realizo en base &quoto para el
aislamiento de ADN gendmico de tejido vegetal reedado por el fabricante (Promega,
2010). Primero, se rasparon aproximadamente 40 ehgnetelio del hongo usando un
bisturi estéril, el micelio se lo colocé en un ratabode 1,5 ml en donde se agregé arena
de cuarzo para facilitar la lisis celular. Despdé®sto se afiadiéo 6@0de solucion de lisis

y se agitd mediante vortex de uno a tres seguh@ssmuestras fueron incubadas a 65 °C
por 15 minutos. Para eliminar la presencia de ARMadio a las células lisadas ede
solucion de RNAsa y se mezcld la muestra por inderde dos a cinco veces. Después se
volvié a incubar la mezcla a 37 °C por 15 minutas muestras se enfriaron a temperatura
ambiente durante cinco minutos para posteriormexitadir 200 ul de solucion de
precipitacién de proteinas, y se las agitdé vigaresae con vortex por 20 segundos. Las
muestras fueron centrifugadas por tres minutos@05evoluciones por minuto (rpm), en
donde las proteinas formaron un pellet; por lo,celabobrenadante que contiene el ADN
fue removido cuidadosamente y transferido a un ggpendorfimpio de 1,5 ml. Para la
precipitacion de ADN se coloco al sobrenadante 8@ isopropanol a T° ambiente, se lo
mezclé generosamente por inversion hasta que sedfam pellet de ADN y se lo
centrifugd a 15.000 rpm por un minuto a T° ambieré sobrenadante se decanto
cuidadosamente. Para lavar el ADN se afiadioyb@@ etanol 70 %, fue agitado mediante
inversion. Una vez que se lavo el ADN, este fudrdagado a 15.000 rpm por 1 minuto a
T° ambiente. Finalmente, se retird cuidadosamdrg¢aaol y se invirtio el tubo sobre una
toalla de papel limpia por 15 minutos para lograrsacado al aire libre. Para re suspender
el ADN se afadio 100l de Solucion de Rehidratacion y se incub6 a 696Cuna hora. El

ADN fue almacenado a 2-8 °C.
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Anexo 8. Uso del Espectrofotometro NanoDrop

Segun el Manual para el usuario NanoDrop 2000/28p6ctrophotometer emitido por
Thermo Fisher Scientific (2009), se encendié elipm para lograr su estabilizacion, al
igual que el computador para uso del software spordiente. Como primer paso se
blanqueé el lector colocando en la fibra 6ptiphde solucion de Rehidratacion del Kit de
Extraccion de ADN usado, se secd con cuidado Ia fiptica usando papel absorbente
propio del equipo. Seguidamente se procedié alisimale cada una de las muestras
colocando {il de ADN sobre la fibra Optica, se cerrd el brampesior del equipo, y se
espero observar el resultado visible en el softdat@quipo, después se abrio el brazo y se
sec6 nuevamente con el papel absorbente.

Anexo 9. Comprobacion de existencia de producto d@CR provenientes de hongos
presentes erCitrus sinensis
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Anexo 10. Algunas secuencias consensus siendo psackas en el programa Mega 6.

B M: Alignment .

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D@ R @A W 0l 0B ke X mE A B R
DMASequences | Translated Protein Sequences |

Species‘fhbbw G * ek * * * * * * * * *
1. BMS IT54

2. DM ITS4

3. BM19 TTS54

4, BM45 TT35

5. MM12 TTS4

6. MM3 ITS5S

7. BAM7_ITS54

8. RAM15 TTS5

9, BM2 TTS4

10. BM10 TTS54




